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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Participação da Fosfatidilserina exposta por Toxoplasma gondii na indução de Corpúsculos 

Lipídicos em Macrófagos 

 

 RESUMO 

 

 João Roberto Neto 

Toxoplasma gondii é o agente causador da toxoplasmose, doença distribuída em 

grande parte do globo infectando vertebrados endotérmicos. T. gondii é um parasita 

intracelular obrigatório e não sintetiza colesterol, recrutando-o da célula hospedeira. 

Esse parasito é dividido em grupos, de acordo com a virulência, sendo a cepa RH e 

a cepa ME-49 representantes de parasitos de maior e de moderada virulência, 

respectivamente. Semelhante a outros parasitos protozoários, T. gondii expõem 

fosfatidilserina (PS) na membrana externa, sendo um exemplo do mimetismo 

apoptótico, o que tem sido sugerido como mecanismo de evasão. Corpúsculos 

lipídicos (CL) são organelas lipídicas comumente encontradas em uma gama de 

diferentes células, de plantas, parasitos e animais. CL são modulados positivamente 

por diferentes fatores, incluindo células apoptóticas, parasitos como Trypanosoma 

cruzi, Leishmania spp. e Plasmodium falciparum e citocinas, como o fator de 

transformação do crescimento (TGF-β). Nosso trabalho visou investigar se a PS 

exposta na membrana plasmática de T. gondii pode induzir CL em macrófagos. 

Independente da virulência da cepa utilizada, T gondii foi capaz de induzir CL em 

macrófagos infectados. A indução foi maior com aumento da relação 

parasito/macrófago. Subpopulações de T. gondii, PS positivos (PS+) e PS negativo 

(PS-) foram obtidas e a subpopulação de PS + induziu mais CL em relação a 

subpopulação de PS-. A neutralização da PS dos parasitos PS+ ou da população 

total com anexina-V foi capaz de reduzir o número de CL nas células hospedeiras. 

Lipossomos contendo PS induziram mais CL em macrófagos quando comparados 

aos lipossomos sem PS. Curiosamente, parasitos PS- também foram capazes de 

aumentar o número de CL em macrófagos, sugerindo a participação de outros 

fatores nesse processo indutor. Após a interação de macrófagos com T. gondii, 

observamos aumento no número de CL tanto em células que continham o parasita 

quanto em células vizinhas não parasitadas. Esse achado sugere uma sinalização 



18 
 

parácrina entre as células. O TGF-β é descrito como sendo secretado após infecção 

por T. gondii, e sua neutralização causou inibição da formação de CL induzido por T. 

gondii, revelando sua participação nesse processo. Concluímos que T. gondii é 

capaz de induzir CL em macrófagos, e essa indução tem a participação da PS 

exposta em sua membrana. A indução dessas organelas ocorreu independente da 

virulência da cepa. Esse processo é potencializado pela ação parácrina do TGF-β. 

 

Palavras chaves: Toxoplasma gondii, Corpúsculos lipídicos, Macrófagos, 

Fosfatidilserina e Mimetismo Apoptótico.   

 

ABSTRACT 

 

Toxoplasma gondii is the causative agent of toxoplasmosis, a disease largely spread 

across the globe infecting almost any endothermic vertebrates. T. gondii is an 

obligatory intracellular parasite that can not synthesize cholesterol thus relying on 

recruiting it from the host cell. This parasite is divided into groups according to the 

virulence, and the RH strain and the ME-49 strain representing highly and moderate 

virulent parasites, respectively. Similar to other protozoan parasites, T. gondii 

exposes phosphatidylserine (PS) on the outer membrane, an example of the 

apoptotic mimicry, which has been suggested as a mechanism of evasion,. Lipid 

bodies (LB) are lipid organelles commonly found in a range of different cells of plants, 

animals and parasites. LB are positively modulated by different factors, including 

apoptotic cells, parasites such as Trypanosoma cruzi, Leishmania spp. and 

Plasmodium falciparum and cytokines such as transforming growth factor (TGF-β) . 

Our study aimed to investigate whether the PS exposed on the plasma membrane of 

T. gondii in macrophages can induce LB. T gondii was capable of inducing LB in 

infected macrophages, independently of the virulence of the strain used. The LB 

induction was greater with increase in parasite / macrophage ratio. Subpopulations of 

T gondii positive PS (PS+) and negative (PS-) were obtained and PS+ subpopulation 

induced significantly greater LB formation compared to PS- subpopulation. The 

neutralization of PS with annexin - V was able to reduce the number of LB on PS+ 

parasites or on the total parasite population, but not on PS- parasites. Liposomes 

containing PS induced more LB than liposomes without PS. Interestingly, PS- 

parasites induced LB formation in macrophages, suggesting the involvement of other 

factors. After interaction of T. gondii with macrophages, we observed increased LB 

formation both in cells containing internalized parasites as well as in bystander cells 

without internalized parasites, suggestive of a paracrine signaling. TGF- β is 

described as being secreted after infection with T. gondii and its neutralization 

caused inhibition of T. gondii-induced LB formation, pointing to TGF- β participation 

in this process. We conclude that T. gondii is able to induce LB formation in 

macrophages.  The induction of these organelles was independent of strain 

virulence. T. gondii-induced LB formation occurs through signaling triggered by PS 
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exposed on the parasite membrane. This process is also amplified by TGF- β acting 

in a paracrine fashion. 

 

Keywords: Toxoplasma gondii, Corpuscles lipid, Macrophages, Phosphatidylserine 

and Apoptotic Mimicry. 
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1 - Introdução 

1.1 - Toxoplasma gondii 

A primeira descrição de Toxoplasma gondii foi relatada em dois locais quase 

que simultaneamente: no período de (1908-1909) Nicolle e Mancaeux observaram o 

parasito no roedor Ctenodactylus gundi, e no Brasil o Dr. Splendore observou em 

coelho doméstico, Oryctolagus cuniculus (1908). O curioso na descoberta dessa 

doença e seu agente patogênico é que, diferente das demais patologias, o agente foi 

identificado pela primeira vez em animais de laboratório. Os dois grupos nas 

primeiras observações acreditaram ser uma espécie de Leishmania. Logo 

perceberam se tratar de um novo parasito e assim denominaram com o nome que 

temos hoje, Toxoplasma gondii (Splendore, 1908; Nicolle e Mancaeux, 1909) 

O primeiro isolado de T. gondii foi obtido por Sabin e Olitsky (1937). 

Aproximadamente trinta anos depois de sua descoberta foi visto em aves, além de 

vários mamíferos diferentes (Sabin e Olitsky 1937). O fenômeno de infectar uma 

grande diversidade de animais foi importante para atribuir uma caraterística a esse 

parasito, ser heteroxênico facultativo. 

As muitas descobertas decorridas ao longo dos anos a respeito desse 

parasito, nos fez saber hoje que T. gondii possui um ciclo de vida complexo e de 

larga abrangência. O agente patogênico pode ser transmitido do hospedeiro 

definitivo ao intermediário (ciclo sexuado), entre os hospedeiros intermediários ou 

mesmo entre hospedeiros definitivos (ciclo assexuado). As caracteristicas físicas do 

ambiente e as populações de hospedeiros são fatores que influenciam o ciclo 

sexuado e assexuado, alterando assim a dinâmica de transmissão desse parasito 

(Gilot-Fromont et al., 2006). 

A reprodução sexuada somente ocorre nos enterócitos de espécies da família 

dos felinos. Os gatos domésticos ou selvagens são os grandes representantes dos 

hospedeiros definitivos desse parasito. Após a ingestão de cistos presentes nos 

tecidos de um hospedeiro definitivo ou intermediário (carnivorismo) (figura 1), a 

parede do cisto é destruída por enzimas gástricas dos felídeos. Esse fenômeno 

libera dos cistos os bradizoítos, essa forma infectante apresenta velocidade lenta de 

multiplicação, recebendo esse nome do grego Bradi que significa “lento” (Goldman 

et al., 1958) e são os responsaveis por infectarem os enterócitos no interior do 
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intestino. Havendo sucesso na infecção das células intestinais, há multiplicação 

assexuada, caracterizada pelo desenvolvimento de merozoítos dentro dos 

esquizontes (figura 1) (Dubey, 1998). Esse primeiro passo do ciclo nos felinos é 

seguido pela formação dos gametas (gametogonia) (Dubey e Frenkel 1972; revisto 

por Ferguson, 2002). Com as condições necessárias, ocorre então à fecundação 

dos gametas dentro dos enterócitos, descrevendo assim a formação do oocisto 

(figura 1). As fezes dos felinos são os grandes responsáveis pela propagação dos 

oocistos no ambiente. Após alguns dias no ambiente externo, já é possível observar 

o processo de esporogonia nos oocistos; essa mudança entre outros fatores é 

caracterizada por transformações morfológicas e redução meiótica dos oocistos 

(figura 2). (Dubey e Frenkel 1972; revisto por Jones e Dubey, 2010)  

Os gatos são capazes de liberar oocisto de 3 – 7 dias após a ingestão de 

cistos de tecidos, e esse processo de contaminação do ambiente pode ocorrer ainda 

por 20 dias. Gatos contaminados liberam por volta de 100 milhões de oocisto nas 

fezes (Dubey e Frenkel, 1972; Jones e Dubey, 2010). Esses números podem ainda 

serem maiores quando lembramos que esses oocistos liberados podem infectar 

praticamente todos os animais de sangue quente, de mamíferos às aves, e 

contaminar a água (Dubey e Frenkel, 1972; Jones e Dubey, 2010). 

Os dados apresentados refletem na transmissão no parasito, já que a maioria 

das transmissões em humanos ocorre pela ingestão dos cistos presente nos tecidos 

em carne infectada e ingestão de água ou alimentos contaminados com os cistos 

(Silveira C. et al., 1988; Berribi et al., 2010) (figura 1).  

Dentro dos hospedeiros intermediários, o parasito sofre apenas reprodução 

assexuada. O processo de entrada do parasito na célula hospedeira apresenta 

propriedades importantes. A elevada mobilidade do parasito, sua interação com a 

célula hospedeira envolvendo a proteína do parasito MIC2, e as moléculas de 

adesão da célula hospedeira (ICAM) são fatores presentes na passagem de T. 

gondii pela barreira de células intestinais (Lambert e Barragan, 2010). A ação 

enzimática é importante para a liberação ativa dos esporozoítos que infectam o 

epitélio intestinal, e logo se diferenciam em taquizoítos (figura 2). Os taquizoítos são 

formas proliferativas ou endozoítos, e se reproduzem pelo processo de 

endodiogenia (Goldman et al., 1958).  Além disso, os taquizoítos possuem a 

importante característica de se reproduzirem dentro de qualquer tipo de célula 
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nucleada e de se disseminarem por todo o organismo do hospedeiro. Em 7 dias pós 

a infecção, já é possível ver a formação de cistos nos tecidos musculares e no 

sistema nervoso central dos hospedeiros intermediários e lá podem permanecer por 

toda a vida. Se a fase aguda, ou seja, a fase de multiplicação rápida, ocorrer durante 

o processo de gestação, parasito pode atravessar a placenta e infectar o feto 

(infecção congênita) (figura 1) (Hide et al., 2001). 

A infecção do parasito no homem, em sua grande maioria, registrado em 

diversos países diferentes, se apresenta como assintomática. Porém, há casos de 

infecção que se desenvolvem para clinica, neles foi observado no pacientes, febre, 

mialgia, astenia e outros sintomas clínicos não específicos (Montoya e Liesenfeld, 

2004). No entanto no Brasil a gravidade está associada ao desenvolvimento de 

retinocoroidite. (Valloch et al., 2005). Quando o individuo infectado é 

imunocomprometido, os sintomas clínicos são mais graves e mais facilmente 

observáveis. Nesses indivíduos a toxoplasmose cerebral é a manifestação mais 

predominante da doença (Luft e Remington, 1992). 
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Figura 1 – Fontes de infecção por T. gondii em seres humanos. Os gatos são 

infectados pela ingestão de oocistos liberados por outros gatos ou mesmo pelo 

carnivorismo de ratos. Os gatos infectados liberam os oocistos no ambiente pelas 

fezes e também contaminam a água, alimentos e solo. Os humanos são acometidos 

pela infecção quando ingerem os alimentos e água contaminada, ou carne fresca 

(ou mal cozida) infectada. Quando o individuo infectado for uma gestante, há o risco 

de transmissão do parasito para o feto pela via transplacentária (infecção vertical). A 

representação do ciclo selvagem corre principalmente pelas relações de teias 

alimentares.    
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Figura 2. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. São mostradas a biologia, infecção e 

replicação das três fases infecciosas dos parasitas em seus respectivos 

hospedeiros. O gato como representente dos hospedeiros definitivos são infectados 

pelos taquizoítos que darão origem a forma esquizonte e formação dos gametas, 

caracterizando a reprodução sexuada. O oocisto entra em esporogonia no 

desenvolvimento externo e é ingerido por outros felinos ou por mamiferos e aves, 

nesses ultimos o ciclo no hospedeiro intermediário ocorre culminando no 

desenvolvimento assexuado. Fonte: Adaptado de Gangneux e Dardé (2012). 
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O parasito apresenta características, como ciclo sexuado e capacidade de 

infectar diferentes animais e modelos celulares, que poderiam gerar grande 

diversidade genética dentro da espécie. Entretanto, o que foi observado e sugerido 

durante anos é serem clonais e com baixa diversidade dentro da espécie (Dardé et 

al., 1992; Howe e Sibley, 1995). Estudos genéticos profundos possibilitaram o 

agrupamento dos isolados em três grupos, tipo I, tipo II e tipo III (Darde et al., 1988; 

Pestre-Alexandre et al., 1992; Sibley e Boothroyd, 1992; Howe e Sibley, 1995; Dardé 

et al., 2002). Essas três linhagens foram caracterizadas geneticamente, mas é 

importante lembrar que ainda é difícil associar sintomas ou causas patológicas a 

algum tipo de linhagem.  

Linhagens do tipo I, como a RH, são altamente virulentas. Em geral, formam 

menos cistos em cultura e em animais, e têm sido observados em casos de 

toxoplasmose ocular em pacientes imunocomprometidos (Boothroyd e Grigg, 2002; 

Kim e Weiss, 2004). As linhagens do tipo II, como a ME-49, são menos virulentas em 

geral são cepas cistogênicas e em muitos estudos nos Estados Unidos da América e 

países da Europa são as mais prevalentes causas da toxoplasmose humana, mais 

especificamente com relação à infecção congênita e em pacientes com AIDS. Já as 

cepas isoladas de animais são na sua maioria do genótipo III, que são cepas 

moderadamente virulentas (Howe e Sibley, 1995; revisto em Weiss e Kim, 2000; 

Ajzenberg et al., 2004; Montoya e Liesenfeld, 2004). 

1.2 – Biologia do Toxoplasma gondii na invasão da célula hospedeira 

A característica de T. gondii invadir uma gama de células hospedeiras é 

realmente notável e importante, e parte desse sucesso pode ser atribuído ao 

processo invasivo desse protozoário (Sibley et al., 1998). Toxoplasma gondii possui 

o processo de invasão ativo, dependente da mobilidade, e de uma série sequencial 

de secreção de proteínas das seguintes organelas: micronemas, roptrias e grânulos 

densos (Dobrowolski e Sibley, 1996; Sibley et al., 1998; Carruthers e Boothroyd, 

2007). 

O primeiro passo desse processo invasivo do parasito é a adesão na 

membrana plasmática da célula hospedeira. A membrana do taquizoíto é revestida 

por proteínas de superfície ancoradas por GPI (SAGs). Essa família se mostrou 

importante para o processo invasivo na célula hospedeira, uma vez que 
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neutralizadas podem impedir o sucesso da invasão (figura 3) (Mineo e Kasper, 

1994). A invasão do parasito ocorre de forma polarizada, com a porção apical dos 

parasitos em contato com a célula alvo para iniciar a penetração (Sibley et al., 1999). 

Com o ambiente propicio, há a secreção de algumas proteínas das micronemas, 

entre elas destacamos a proteína MIC2. Essa proteína irá reconhecer receptores de 

membrana da célula hospedeira, reorientar o parasito e promover a adesão entre as 

células (Sibley et al., 1999) (figura 3). A entrada do parasito é um processo muito 

rápido, pode durar de 15 a 30 milissegundos. Toxoplasma gondii promove uma 

associação muito forte entre as membranas plasmáticas, sua e da célula 

hospedeira. Sua membrana é composta por algumas proteínas que formam um 

complexo chamado de junção móvel (figura 2). Essa junção se move em direção à 

extremidade posterior do parasito, levando a sua internalização no vacúolo 

parasitóforo no citoplasma da célula hospedeira. A função dessa junção móvel é de 

distribuir por toda a superfície do parasito um antígeno de membrana apical (AMA1), 

secretado pelos micronemas, e a inserção de proteínas no vacúolo parasitóforo 

secretadas por outra importante organela do parasito, a roptria (figura 2). Nos 

últimos anos, tem sido descrito a função crucial de algumas proteínas da róptria para 

o sucesso da infecção do parasito, destaca-se algumas: a ROP2, essa proteína são 

lectinas que reconhecem polissacarídeos, já ROP 18 está associada à fase 

citosólica do vacúolo parasitóforo, fosforilando as IRGs (immunity related GTPases) 

impedindo que destruam o parasito, além de ter sua função atribuída na virulência 

de diferentes cepas (El Hajj et al., 2007; Sibley et al., 2012), ROP 16 é capaz de 

manipular a expressão gênica do hospedeiro na secreção de citocinas, esse 

mecanismo passa pela fosforilação de STAT 3/6 ( Robben et al., 2004; Saeij et al., 

2006)  

Os grânulos densos são organelas presentes no parasito, importante nas 

primeiras horas de invasão e formação do vacúolo parasitóforo. A maioria das 

proteínas transmembranas das células hospedeiras são removidas do vacúolo 

parasitóforo e esse processo bioquímico modifica as características desse vacúolo 

impedindo a fusão com lisossomos ou qualquer vesícula do sistema endolisossomal. 

Além dessa função, a secreção dos grânulos densos também auxilia na formação de 

complexa rede de túbulos que é formado a partir da membrana do vacúolo 

parasitóforo e se projeta para dentro do lúmen vacuolar (Delauw et al., 2005). Essa 

rede tem se apresentado como principal suporte de interação entre o parasito e a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sibley%20LD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22906355
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célula hospedeira, o que favorece o parasito na captação de nutrientes e 

principalmente lipídeos como o colesterol (Black e Boothroyd, 2000). A mitocôndria 

da célula hospedeira está intimamente ligada ao vacúolo parasitóforo contribuindo 

para a utilização do metabolismo do hospedeiro pelo parasito. 

 

 

          

Figura 3. Modelo integrado de invasão de Toxoplasma gondii. A figura apresenta o 

processo de entrada do parasito em sete etapas: (1) Fixação, (2) Fixação Apical, (3) 

Formação da Junção Móvel, (4) Secreção da Roptria, (5) Invasão, (6) Fechamento e 

(7) Separação. Durante todo o processo há reconhecimento de moléculas 

importantes, formação da junção móvel, e separação do parasito da membrana 

plasmática formando o vacúolo parasitóforo. Fonte: Adaptado de Carruthers e 

Boothroyd (2007). 
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1.3 - Resposta Imunológica deflagrada pelo Toxoplasma gondii 

A invasão do epitélio marca o inicio da infecção e o inicio da fase aguda. Já 

existem muitos artigos caracterizando esse momento, entretanto, ainda há muitos 

acontecimentos para serem descritos. A transferência transepitelial do parasito é 

fundamental para a infecção de células dendríticas ou macrófagos. A infecção 

dessas células sendo usadas como “cavalo de troia” abre o caminho para o parasito 

a todo o organismo. O fenômeno de cavalo de troia aplicado, é atribuído ao fato do 

T. gondii infectar e se instalar nessas células e as usarem para o acesso à outras 

células e aos órgãos. Uma vez que macrófagos são células itinerantes e 

desempenham função na defesa do individuo, elas possuem grande acesso ao 

corpo e disseminam assim o parasito pelo hospedeiro (Barragan e Hitziger, 2008; 

Bierly et al., 2008). O poder de invadir ativamente as células nucleadas, contribui 

para a complexidade das interações parasito-hospedeiro através da modulação 

direta da resposta imune do hospedeiro (Barragan e Hitziger, 2008; Denkers et al., 

2008). 

Miller e colaboradores (2009) revisaram as vias de regulação e a sinalização 

da resposta imune mediada por T. gondii (Miller et al., 2009). As células do epitélio 

do hospedeiro quando infectadas liberam quimiocinas, atraindo células da resposta 

imune inata.  

O inicio da infecção é marcada pela chegada de neutrófilos, essa célula 

fagocítica reduz muito a carga de parasitos no sitio da infecção (Lima et al., 1998; 

Blin et al., 2001). Outras células que exercem papel importante na fagocitose dos 

parasitos são os macrófagos e as células dendríticas. Elas possuem alguns 

receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), essas moléculas têm sido 

descritas no processo de resposta inicial contra T. gondii, TLR2 e TLR4 são 

reconhecedoras da ancora GPI do parasito e TLR11, ausente em macrófagos de 

humanos, reconhecem a profilina liberada pelo parasito (figura 4) (Yarovinsky, et al., 

2005; Gazzinelli e Denkers, 2006). São essas células fagocíticas que secretam IL-12 

assim como IL-18, promovendo a ativação de células naturais killers (NK e NKT). O 

reconhecimento de antígenos parasitários pelos PRRs leva a uma exacerbação da 

atividade fagocítica com aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e oxido nítrico (NO) (Murray et al., 1985; Adams et al., 1990; Scharton-

Kersten et al., 1997). 
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A resposta imunológica é amplificada pela ativação de outros macrófagos 

frente a liberação de fator de necrose tumoral (TNF-alfa) por macrófagos 

estimulados via IL-12 e IFN-gama. (Adams et al., 1990; Scharton-Kersten et al., 

1997). 

A resposta imunológica visa a proteção do corpo, sendo assim há uma série 

de respostas que podem atuar contra o agente deflagrador, mas também contra o 

próprio tecido. Essa ação contra o próprio tecido pode causar danos no hospedeiro. 

A resposta desencadeada pelo parasito T. gondii apresenta então limitantes. O 

primeiro é uma resposta muito forte do tipo Th1, isso causa grave inflamação, 

resultando em danos no tecido intestinal do hospedeiro (Liesenfeld, 2002). Sendo 

assim é necessário então uma regulação negativa, papel que é realizado pelas 

interleucina 10 (IL-10) e pelo fator de transformação e crescimento (TGF-beta), 

ambos atuam modulando a ativação das células do sistema imunológico como os 

próprios macrófagos (figura 4) (Mosser, 2003). 

Outro limitante é a adaptação que T. gondii desenvolveu evolutivamente de 

induzir o sistema imune do hospedeiro de modo que facilite o sucesso da infecção, e 

persistindo assim ao longo da vida nos tecidos do hospedeiro. Para conseguir tal 

progresso na infecção, o parasito usa a proteína ROP 16, secretada pela roptria, 

para fosforilar STAT 3 e STAT 6 (Laliberte e Carruthers, 2008; Saeij et al., 2007), o 

produto dessa interferência leva a regulação negativa de IL-12 secretada pelos 

macrófagos e posteriormente IFN-gama (Kim L, 2004). Interessante é que essa 

característica regulatória não é comum a todas as cepas, sendo somente presente 

nas cepas tipo I e III (Saeij et al., 2006; Saeij et al., 2007).  

Com o que se conhece hoje da relação do parasito com o sistema imune, 

pode-se mensurar que seriam os fatores que modulam a resposta imune diante do 

parasito que explicariam em parte a gravidade deflagrada pela infecção por cepas 

tipo I, e não por cepas do tipo II. Uma vez que as cepas do tipo II, não respondem 

com eficácia a resposta do hospedeiro como a cepa tipo I responde, a cepa II teria 

sua multiplicação limitada e isso resultaria em seu encistamento nos tecidos. Essa 

relação com entre hospedeiro e parasito que asseguram tanto a sobrevivência do 

hospedeiro quanto a persistência do parasito. 
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Figura 4. Resposta imune inata de Toxoplasma gondii durante a infecção. A) 

Primeira resposta. A molécula GPI desepenha papel crucial para a montagem da 

resposta imune inicial. B) Resposta imune inata e adaptativa. Após o 

reconhecimento da GPI pela familia Toll o macrófago produz citocinas que induzem 

a resposta imune adaptativa. C) Controle contra o parasito. Por fim o controle do 

parasito envolve STAT 1, ativado pelo reconhecimento de IFN-gama fruto da 

resposta adapatativa. Fonte: Adaptado de Hunter e Sibley (2012). 
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Trabalhos publicados recentemente demonstram que Toxoplasma gondii 

pode inibir mecanismos apoptóticos da célula infectada com antagonistas de 

caspase 8 (Vutova et al., 2007) e interferindo na via do NF-kB (Laliberte e 

Carruthers, 2008). Dessa forma, evita a eliminação das células infectadas com 

taquizoítos de T. gondii garantindo maior tempo de vida aos bradizoítos nos cistos 

(Laliberte e Carruthers, 2008). 

1.4 - Toxoplasma gondii e a relação com os lipídeos da célula hospedeira 

Diante do grande potencial de se reproduzir na célula hospedeira (taquizoítos), 

e assim necessitar sintetizar membrana para novos parasitos, foi sugerido por Sibley 

e Charron (2002) a possível dependência da maquinaria lipídica da célula 

hospedeira. Fato esse confirmado, revelando então que o Toxoplasma gondii não é 

capaz de sintetizar colesterol, lipídio necessário para síntese de membrana durante 

a replicação (Charron e Sibley, 2002). Esse parasito recruta, das células 

hospedeiras, colesterol das lipoproteínas de baixa densidade para a síntese de 

ésteres de colesterol que é armazenado em corpúsculos lipídicos (CL) de T. gondii.  

Resultados recentes revelam que a depleção de colesterol esterificado por 

meio de agentes farmacológicos nas células hospedeiras prejudica diretamente a 

sobrevivência do parasito na célula (Portugal et al., 2009; Nishikawa et al., 2005; 

Charron e Sibley, 2002).  

O mecanismo de captura do colesterol da célula hospedeira pelo T. gondii 

ganhou a contribuição do trabalho de Lige e colaboradores (2013). O grupo 

observou a presença de uma proteína associada ao reticulo endoplasmático 

TgACAT, essa proteína que possui suas funções associadas a molécula homóloga 

ACAT da célula hospedeira, se revelou como fundamental para a captura do 

colesterol da célula hospedeira e o armazenamento desse lipídeo em CL do próprio 

parasito. A deleção dessa molécula no T. gondii ou mesmo uma disfunção da ACAT 

na célula hospedeira são capazes de prejudicar substancialmente a formação de 

novas membranas e reduzir a quantidade de corpúsculos no parasito (Lige et al., 

2013). 

A depleção de colesterol esterificado por meio de agentes farmacológicos nas 

células hospedeiras prejudica diretamente a sobrevivência do parasito na célula 

(Portugal et al., 2009; Nishikawa et al., 2005; Charron e Sibley, 2002). O CL, 
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portanto, tem papel importante na homeostase lipídica desse parasito (Charron e 

Sibley, 2002). 

1.5 – Corpúsculo Lipídico 

Os corpúsculos lipídicos (CL) ou adipossomos são organelas citoplasmáticas 

ricas em lipídios (Mc Gookey & Anderson R. G, 1983), e se apresentam em 

pequenas quantidades em células de animais, vegetais, bactérias e leveduras 

(Bozza et al., 2009; Bozza et al., 1997; Bozza et al., 2007; Murphy 2001). Em 

repouso, células do sistema imune como macrófagos, neutrófilos e eosinófilos, 

apresentam baixa quantidade de CL. Essa organela sofre um aumento significativo, 

em número e em tamanho, nestas células quando há sinal de inflamação ou 

infecções dos tipos clínico e experimental, e em condições neoplásicas. Esse 

aumento, tanto em número quanto no volume do CL, também é observado em 

inflamações como: sepse bacteriana (Pacheco et al., 2002), inflamação alérgica 

pulmonar (Dvorak et al., 1984; Vieira-de-Abreu  et al., 2005), artrite (Bozza et al., 

1996); aterosclerose (Portugal et al., 2009; McGookey e Anderson, 1983; Ross, 

1995), e em infecções por: Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis, 

Mycobacterium leprae (Melo et al., 2006; 2005; 2003; Mattos et al., 2010, Tanigawa 

et al., 2008), Trypanosoma cruzi (D'Avila et al., 2011; 2008a), Plasmodium 

falciparum (Jackson et al., 2004), Plasmodium berghei (Rodriguez-Acosta et al., 

1998), Leishmania amazonensis (Pinheiro et al., 2009), dengue vírus (Samsa et al., 

2009), vírus da hepatite C (McLauchlan, 2009; Barba et al., 1998), entre outros. O 

processo inflamatório também é o ponto de partida para um aumento significativo do 

número de CL em células endoteliais (Bozza et al., 2009). 

Corpos lipídicos possuem uma estrutura que consiste em um núcleo de lipídios 

neutros de triacilglicerol, ésteres de colesterol e diacilglicerol, cercado por uma 

monocamada lipídica de constituição variada e complexa de fosfolipídios e ácidos 

graxos (Bartz et.al., 2007; Tauchi-Sato et. al., 2002; Murphy 2001) (Figura 5). Além 

de lipídios, essa organela também possui uma gama de proteínas, dentre elas 

proteínas estruturais presentes na superfície dos CL. Essas proteínas estruturais 

pertencem à família PAT (perilipinas, ADRP - adipose differentiation related protein 

ou adipofilina e TIP 49 - tail interacting protein49). Essas proteínas estão envolvidas 

na biogênese, maturação e estrutura do corpúsculo (Brasaemle et al., 1997; 2007; 

Heid et al., 1998; Londos et al., 2005). Outras proteínas estão presentes nesta 
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organela como caveolina, proteínas da família Rab (Martin et al., 2005; Fujimoto et 

al., 2001) (Figura 5), enzimas formadoras de eicosanóides como a Cox-2 (Dvorak et 

al., 1993; Bozza et al., 1997), PI3 quinase (fosfatifilinositol 3 quinase), MAP quinase 

(Mitogen Activated Protein Kinases)(Yu et al., 1998; 2000; Chen et al., 2002), dentre 

outras (Bozza et al., 2009) (Figura 5).  

Os mecanismos envolvidos na biogênese dos CL ainda são controversos. 

Alguns modelos de gênese de CL têm sido propostos, e a maioria envolve a 

membrana do retículo endoplasmático (RE) (figura 6). Na figura 6 são destacados 3 

modelos. No modelo A, lipídios se acumulam entre as membranas do RE e 

alcançando determinada massa se desprendem por brotamento gerando o CL. O 

modelo B é baseado na imunomarcação de ADPR, proteína encontrada na 

membrana do RE e também em CL; entretanto esse modelo defende a gênese do 

CL ao longo da membrana do RE e não dentro do RE. E finalmente, o modelo C 

propõem que ocorre um acúmulo de proteínas trans-membrana, características de 

CL e envolvidas no metabolismo de lipídios, no RE dando origem aos CL (figura 6). 
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Figura 5. Composição lipídica e protéica de CL. Estão representados na figura 

as principais enzimas, proteínas e lipídeos de CL. Essas descobertas expandiram as 

funções atribuídas a essa organela. Fonte: Adaptado de Bozza et al. (2009). 
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Figura 6. Modelos de gênese de corpúsculo lipídico (CL). (A) Modelo que 

propõem o surgimento do CL entre membranas do RE. (B) Surgimento do CL ao 

longo do RE. (C) Acumulo de proteínas trans-membranas envolvidas no 

metabolismo de lipídios dando origem ao CL.  Fonte: Adaptado de Bozza et al. 

(2009).  
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Durante muitos anos acreditou-se que CL exerciam apenas a função de reserva 

lipídica nas células (Weller e Dvorak, 1994). Entretanto a descoberta de algumas 

proteínas e enzimas na membrana do CL possibilitou possíveis novas funções 

exercidas por essa organela, não se limitando apenas a de armazenagem lipídica, 

mas também a de participação na sinalização, metabolismo, tráfego celular e 

controle da síntese e secreção de mediadores inflamatórios (Bozza et al., 2009). 

Além destas funções, estas organelas são sugeridas como participantes na 

apresentação cruzada de antígenos (Bougnères et al., 2009; Bozza et al., 2009). Em 

Schistosoma mansoni foram encontradas grandes quantidades de CL sendo 

expelidos junto com a saliva, sugerindo a participação do CL, presente nesse 

parasito, na desintoxicação de heme devido à alimentação do mesmo pelo sangue 

do hospedeiro (Correa et al., 2007). Apesar da existência de vários estudos sobre o 

CL nos últimos anos, suas funções ainda não estão completamente elucidadas. 

O cultivo de leucócitos com ácidos graxos insaturados (Bozza et al., 1996; 

Bozza et al., 2009), lipoproteínas (McGookey e Anderson, 1983; Bozza et al., 2009), 

mediadores lipídicos como PAF (fator de ativação plaquetária) (Bozza et al., 1997), 

hormônios como leptina e resistina (Xu et al., 2006; Maya-Monteiro et al., 2008), 

citocinas como IL-5 e IL-12 (Bozza et al., 1998) e as quimiocinas CCL2, CCL5, 

CCL11, CCL24, CCL26 são alguns dos indutores de disparo da geração destes 

corpúsculos (Tabela 1). 
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Tabela 1. Formação de corpúsculo lipídico em leucócitos é dependente de 

estímulos e do tipo celular  

Estímulo Tipo celular 

Ácido graxo 

     Ácido graxo insaturado 

Neutrófilo, 

eosinófilo, 

monócito/macrófago  

Lipoproteínas 

    Ac-LDL, E-LDL, AGE-LDL, Ox-LDL. 

 

Macrófago  

Moléculas derivadas de patógeno 

    LPS/LAM 

 

Macrófago, 

neutrófilos 

Mediadores Lipídicos 

    PAF, não lisoPAF 

    5-HETE 

    PDE2 

Macrófago,   

neutrófilos, 

eosinófilo 

Neutrófilo 

Eosinófilo 

Hormônios 

    Leptina, resistina 

 

Macrófago 

Citocinas/Fator de crescimento 

    IL-5, GM-csf, IL-16 

 

Eosinófilo 

Quimiocinas 

    CCL5/CCL11/CCL24/CCL26 

    CCL2 

 

Eosinófilo 

Macrófago 

Fonte: Adaptado de Bozza et al,(2009).  

 

O processo de disparo e o detalhamento dos mecanismos moleculares 

envolvidos na biogênese de CL têm sido intensamente investigados. Alguns 

resultados mostram que esses fenômenos são altamente regulados (Bozza et al., 

2009; Bozza et al., 2007). 

Estudos recentes têm demonstrado que havendo uma sinalização específica, a 

quantidade de CL pode ser fortemente aumentada conforme a tabela 1 (Bozza et al., 

2010; Bozza et al., 2009; Dvorak et al., 1983). Uma das vias de sinalização que 

controla o aparecimento de CL envolve receptores de membrana membros da 
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família de Toll-like (TLR) em vertebrados (D'Avila et al., 2008a; Pacheco et al., 

2002). Os TLRs têm sido apontados como importantes receptores de 

reconhecimento de padrão de ampla gama de patógenos, incluindo, bactérias, vírus, 

fungos e protozoários, sendo cruciais para a sinalização celular (Kaisho e Akira, 

2003). TLR-4 é expresso em grande variedade de células de vertebrados e funciona 

como molécula de reconhecimento primário de lipopolissacarídeos (LPS) das 

bactérias gram-negativas. LPS, dentre outros indutores (tabela 1), dispara a 

formação de CL em macrófagos e foi demonstrado que esse mecanismo é 

altamente dependente de TLR-4 para este fenômeno (Pacheco et al., 2002).  

Pesquisas com células infectadas in vitro com Micobacterium bovis e T. cruzi 

revelaram aumento de CL nas células hospedeiras (D'Avila et al., 2008a; Melo et al., 

2006; 2005; 2003). Na infecção de leucócitos com M. bovis, o aumento de CL foi 

claramente acompanhado por maior produção de prostaglandina. Entretanto quando 

o experimento foi feito com M. smegmatis, parasito não patogênico para indivíduos 

sadios, não houve modulação positiva de CL. Experimentos com o sangue de ratos 

infectados com T. cruzi revelaram que leucócitos circulantes em sangue periférico 

estavam repletos de CL, quando comparados com indivíduos e ratos sadios (D'Avila 

et al., 2008a). O controle da geração do CL nessas interações está relacionado com 

diversos fatores entre eles o tempo de interação, e a relação parasito-macrófago 

(D'Avila et al., 2006). Esse processo de aparecimento de CL pode ser amplificado 

por citocinas e quimiocinas geradas pela própria inflamação (Pacheco et al., 2002). 

A infecção de hemácias com Plasmodium falciparum também foi capaz de 

aumentar o número de CL nas hemácias (Jackson et al., 2004). O mesmo evento foi 

observado em hepatócitos de camundongos infectados com Plasmodium berghei 

(Rodriguez-Acosta et al., 1998). 

Macrófagos que interagem com neutrófilos apoptóticos também apresentam 

aumento no número de CL, entretanto a interação dos macrófagos com neutrófilos 

necróticos não foi capaz de induzir aumento no número dessa vesícula (D’Avila et 

al., 2008b). Ademais, grande número de neutrófilos recrutados para locais infectados 

por BCG (Bacille Calmette-Guérin) entram em apoptose (D’Avila et al., 2008b), e 

quando fagocitados por macrófagos induzem a síntese de prostaglandina E2 (PGE2), 

TGF-beta e a formação de CL (D’Avila et al., 2008b). 
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D’Avila e colaboradores demostraram em 2011 que a infecção de Trypanosoma 

cruzi em macrófagos induz aumento nas organelas lipídicas da célula hospedeira. 

Essa indução é dependentes do receptor 2 da família Toll-Like. Além da indução 

direta do parasito há também a potencialização das organelas lipídicas frente a 

neutrófilos apoptóticos que servem como “cavalos de troia” para parasitos 

internalizados. O grupo também demonstrou que o uso de C75 (inibidor de síntese 

de acido graxo) na inibição de CL reverteu os efeitos de células apoptóticas na 

síntese da organela lipídica, síntese de eicosanoides, e a replicação do parasito. O 

conjunto desses resultados indicam que os CL são regulados durante a infecção por 

T. cruzi e estão potencialmente envolvidos como mecanismo de escape na infecção 

pelo parasito (D’Avila et al., 2011). 

1.6 – Regulação da Apoptose e Mimetismo Apoptótico 

A morte celular programada por apoptose de células desgastadas ou mesmo 

células que apresentam um potencial nocivo ao organismo multicelular é descrito 

como um mecanismo benéfico ao organismo (Vaux e Korsmeyer, 1999). O sucesso 

desse processo para remoção de células é devido a ausência de reação inflamatória 

(Savill e Fadok, 2000). Uma das características fenotípicas de células apoptóticas é 

a exposição de fosfatidilserina (PS) na membrana plasmática, o que permite o seu 

reconhecimento por fagócitos e inibe a reação inflamatória (Vaux e Strasser, 1996; 

Fadok el al., 2001). O reconhecimento de PS induz a liberação de TGF-beta, citocina 

antiinflamatória importante para a supressão de resposta inflamatória de macrófagos 

(Fadok el al.,2001). 

Em organismos unicelulares como leveduras (Frolich e Madeo, 2000) e 

tripanosomatideos (Moreira et al., 1996; Shaha et al., 2001; Dos Reis e Barcinski, 

2001), a morte celular tem sido descrita como benéfica num sistema de população 

clonal. Marcello Barcinski e colaboradores propuseram em 2001 que Leishmania 

spp. são capazes de evadir a atividade dos fagócitos estabelecendo-se como 

intracelulares obrigatórios. A forma infectiva de amastigotas expõe PS se 

assemelhando a células apoptóticas e inibindo a atividade microbicida dos 

macrófagos. Foi demonstrado por esse grupo que essa exposição da PS participa 

na interiorização do amastigota e o reconhecimento do fosfolipídio induz a secreção 

de TGF-beta e IL-10. Essas citocinas inibiram a produção de NO, e permitiu o 
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crescimento intracelular de Leishmania (de Freitas Balanco et al., 2001; Wanderley 

et al., 2006; Wanderley et al., 2010; Wanderley e Barcinski, 2010).  

Assim com os tripanosomatídeos Leishmania amazonensis (Wanderley et al., 

2006; Zandbergen et al., 2006) e Trypanosoma cruzi (DaMatta et al., 2007), o 

apicomplexa T. gondii (Seabra et al., 2004) também expõem PS na membrana 

plasmática. O conceito de fato de mimetismo apoptótico em parasitos 

tripanosomatídeos veio pelos importantes estudos apresentados em Leishmania sp. 

Toxoplasma gondii expõe PS e induz a produção de TGF-beta em macrófagos 

(Seabra et al., 2004). Esse mecanismo de exposição de PS tem sido estudado como 

uma forma de auxiliar os mecanismos de escape do parasito em macrófagos 

ativados (Seabra et al., 2004) e tem se revelado como ponto chave na entrada do 

parasito na célula hospedeira e o sucesso da infecção (Wanderley & Barcinski, 

2010; Wanderley et al., 2009; Wanderley et al., 2006; Zandbergen et al., 2006; 

Santos et al., 2011). Em recente publicação, Santos e colaboradores (2011) 

mostraram que T. gondii possui aproximadamente 50% de seus parasitos expondo 

PS na face externa da membrana plasmática. A exposição de PS por esses 

parasitos não pode ser relacionada com morte celular por apoptose, uma vez que 

são os PS + que entram ativamente na célula parasitada, são capazes de se 

multiplicar, e inibem a produção de NO da célula hospedeira, progredindo assim a 

infecção (Santos et al., 2011). 

Apesar de todo esse conhecimento apresentado, da relação de T. gondii com 

os lipídios da célula infectada, o seu próprio acúmulo de CL, e sua exposição de PS 

na membrana como forma de mimetismo apoptótico, da capacidade de outros 

parasitos apicomplexa e células apoptóticas induzem CL na célula hospedeira. 

Ainda não está completamente elucidado se a simples infecção por esse parasito é 

capaz de gerar CL na célula hospedeira, se a PS exposta pelo parasito é suficiente e 

única no processo de biogênese de CL nas células hospedeiras, se as citocinas 

geradas pela infecção por T. gondii participam ou mesmo amplificam o aumento das 

vesículas lipídicas.  
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2 - Objetivos 

2.1 - Geral 

Investigar a biogênese de corpúsculos lipídicos em macrófagos frente à 

interação com Toxoplasma gondii. 

 

2.2 - Específicos 

Verificar se a interação de T. gondii com o macrófago é capaz de induzir 

corpúsculos lipídicos na célula hospedeira. 

Verificar se há diferença no número de corpúsculos lipídicos em macrófagos 

infectados com diferentes cepas de T. gondii. 

Verificar a participação da fosfatidilserina, presente na membrana do parasito, 

na indução de corpúsculos lipídicos em macrófagos. 

Investigar o papel da TGF-beta na indução de corpúsculos lipídicos durante a 

interação entre o T. gondii e o macrófago. 
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3 – Materiais e Métodos  

3.1 – Reagentes 

3.1.1 - Anexina-V-beads/ Anexina-V-FitC/ Anexina V purificada 

A anexina conjugada com microesferas foi utilizada na separação do parasito 

com a presença da fosfatidilserina (PS+) (Miltenyi Biotec). Já a anexina V- FitC, 

marcador florescente do fosfolipídio, foi utilizada para a confirmação da separação 

das populações positivo ou negativo de PS (BD Biosciences) essa marcação foi 

adquirida no citômetro de fluxo (calibur BD). E por último a anexina V purificada foi 

utilizada para neutralizar a PS na membrana dos parasitos (BD biosciences). 

3.1.2 – Lipossomos 

Os lipossomos foram cedidos gentilmente pelo Dr. Marcelo Barcinski. Foram 

utilizados dois grupos de lipossomos, lipossomos com fosfatidilcolina (PC) na 

concentração de 25mM/ml e lipossomos com PS na mesma concentração. O veiculo 

utilizado para solver os lipossomos foi água para injeção. 

3.1.3 – Anti-TGF-beta (Fator de transformação do crescimento) 

Os anticorpos anti-TGF-beta foram utilizados para verificar a participação 

dessa proteína na indução de CL. O neutralizante foi adquirido da fabricante R&D 

System. A concentração recomendada pelo fabricante para a neutralização é de 

0,6µg/ml. (Catalog number:AB-101-NA). 

3.2 – Células 

 3.2.1 – Macrófagos de medula óssea 

 Células de medula óssea foram obtidas a partir de lavado de fêmur de 

camundongos C57BL/6 com RPMI 1640 (Sigma, St. Louis-MO, USA) e colocadas 

num tubo (Falcon). Utilizando a pipeta Pasteur de plástico foram desfeitos os grumos 

de células, e estas foram contadas em câmara de Neubauer. Foi semeado 4 x 106 

de células por placa de petri plástica e adicionado 10ml de meio BMM [RPMI 1640 

suplementado com 30% de meio condicionado por células L929, 20% de SFB (Soro 

Fetal Bovino, Hyclone/LGC), 1% Antibióticos (Penicilina 100 unit/ml e Streptomicina 

100 Mg/ml) e 1% L-glutamina (2,05 mM)]. Após três dias de cultivo na estufa (5% 
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CO2, 37ºC) foi somente adicionado mais 10ml de meio BMM as placas de petri 

contendo as células. Passados mais 4 dias da adição de meio BMM, ou 7 dias do 

inicio da diferenciação as células, foram retiradas da placa de petri por repetidas 

pipetagens, colocadas num tubo (Falcon), centrifugadas (500g por 10’), 

ressuspensas em RPMI 1640 suplementado com 2% de SFB ou Nutridoma, 1% 

antibióticos (Penicilina 100 unit/ml e Streptomicina 100 Mg/ml) e 1% L-glutamina 

(2,05 mM), contadas na câmara de Neubauer, e semeadas na placa de 24 poços 

com lamínulas na quantidade de 5.105 células por cada poço. Após 24 ou 48 h, os 

macrófagos foram lavados com PBS estéril (ph 7,2) e submetidos aos tratamentos, 

interação com os parasitos ou lipossomos. 

 3.2.2 – L929 

 A linhagem de célula L929 é de fibroblastos de camundongos e libera 

constitutivamente o M-CSF (Macrophage colony stimulation fator) que induz o 

crescimento e diferenciação de células da linhagem de fagócitos mononucleares 

(Forster et al., 1987). Células L929 foram descongeladas, centrifugadas (500g por 

5’) e ressuspensas em RPMI 1640 suplementado com 10% SFB (Soro Fetal Bovino, 

Hyclone/LGC), 1% Antibióticos (Penicilina 100units/ml e Streptomicina 100 Mg/ml) e 

1% L-glutamina (2,05 mM). Uma alíquota foi retirada para a contagem na câmara de 

Neubauer e 4 x 106 células por garrafa de cultura de célula (tamanho de 175 cm2) 

foram semeadas. Foi adicionado meio RPMI 1640 suplementado com 10% SFB 

(Soro Fetal Bovino, Hyclone/LGC), 1% Antibióticos (Penicilina 100units/ml e 

Streptomicina 100 Mg/ml) e 1% L-glutamina (2,05 mM) até completar 25 ml. Após a 

confluência das células na garrafa, foi adicionado mais 100ml de RPMI 

suplementado com 10% SFB (Soro Fetal Bovino, Hyclone/LGC), 1% Antibióticos 

(Penicilina 100units/ml e Streptomicina 100 Mg/ml) e 1% L-glutamina (2,05 mM). 

Sete dias depois o sobrenadante foi coletado, filtrado (0,22 μM), aliquotado e 

mantido a -20ºC. Esse sobrenadante foi utilizado para a diferenciação de células de 

medula óssea em macrófagos (meio BMM). 
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3.3 – Parasitos 

 3.3.1 – Manutenção 

 3.3.1.1 – Taquizoítos de Toxoplasma gondii cepa RH 

 Esta cepa de T. gondii foi mantida em camundongos Swiss de 3 semanas 

através de passagens via lavado peritoneal realizado a cada 3 dias. Para 

experimento, o lavado foi centrifugado a 50g, por 10 min, 4ºC, o sobrenadante 

coletado e novamente centrifugado a 1000g, por 10 min, 4ºC. O sobrenadante foi 

descartado, o sedimento foi ressuspenso em RPMI 1640 e os, taquizoítos contados 

na câmara de Neubauer (Seabra et al., 2004). 

 3.3.1.2 – Taquizoítos Toxoplasma gondii cepa ME-49 

 Esta cepa de T. gondii foi mantida através da infecção de células VERO 

mantidas em garrafas de cultura com RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB. O 

parasito foi retirado da garrafa e centrifugado à 1000g por 10 min a 4ºC. O 

sedimento foi ressuspenso em RPMI 1640 e os parasitos contados na câmara de 

Neubauer. 

 3.3.2 – Separação por anexina V-Beads 

 Foi observado por Seabra e colaboradores (2004) que o Toxoplasma gondii 

possui duas subpopulações, parasitos que expõem PS na membrana e parasitos 

que não expõem. Então os parasitos foram coletados por lavado peritoneal de 

camundongos infectados, cepa RH, com tampão de cálcio (Kit Miltenyi Biotec), 

contados na câmara de Neubauer e 2 x 108 taquizoítos foram incubados com 

anexina V conjugada a microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec), seguindo as 

indicações do fabricante (Miltenyi Biotec – No. 130-090-201). Após 1 hora, a 

suspensão de células foi adicionada a uma coluna magnética, retendo os parasitas 

PS+; e os parasitas PS- foram eluídos. Parasitas PS+ foram retirados da coluna 

removendo-a do campo magnético e ejetando num tubo (Falcon). As subpopulações 

foram centrifugadas (1000g por 5’) e ressuspensas em PBS estéril (ph 7,3) para a 

retirada do neutralizante com as microesferas. Novamente os parasitos foram 

centrifugados (1000g por 5’) e ressuspensos em RPMI 1640, mantidas separadas e 

contadas. 
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3.4 – Infecção 

 3.4.1 – RH ou ME-49 

 Os macrófagos obtidos segundo o item 3.2.1 foram infectados com T. gondii 

cepas RH ou ME-49 obtidos segundo item 3.3.1.1 e 3.3.1.2 por 24 horas na 

proporção de 1:1. Após o período indicado o sobrenadante foi coletado em 

eppendorffs e congelados no freezer -20ºC para a leitura de citocinas e as células 

foram lavadas com PBS estéril (ph 7,3), fixadas com formalina (3,7%) por 10’ e os 

corpúsculos lipídicos marcados. 

 3.4.3 – RH população total/ RH PS positivo (PS+)/ RH PS negativo (PS-) 

 Os macrófagos obtidos segundo o item 3.2.1 foram infectados com T. gondii 

cepa RH separados por anexina conjugada com microesferas obtidos segundo item 

3.3.2 (PS+ e PS-). Uma alíquota dos parasitos foi retirada logo após o lavado 

peritoneal do camundongo infectado (População Total).  Então os macrófagos 

plaqueados foram infectados separadamente com as três condições, população 

total, população PS+ e população PS-. Após 24 horas de infecção na proporção de 

1:1, o sobrenadante foi coletado em eppendorffs e congelado no freezer -20ºC para 

a leitura de citocinas e as células foram lavadas com PBS estéril (ph 7,3), fixadas 

com formalina (3,7%) por 10’ e os corpúsculos lipídicos marcados.  

3.5 – Tratamentos 

 3.5.1 – Anexina V 

 Os parasitos obtidos no item 3.3.2 após a centrifugação foram tratados com 

anexina V purificada (Miltenyi Biotec) para 105 parasitos por 100µl de tampão de 

cálcio (BD biosciences) foi adicionado 10 µl de anexina (50pg/µl). Após 1 hora os 

parasitos foram colocados para infectar os macrófagos preparados segundo item 

3.2.1. na proporção de 1:1. Após 24 horas de infecção o sobrenadante foi coletado 

em eppendorffs e congelado no freezer -20ºC para a leitura de citocinas e as células 

foram lavadas com PBS estéril (ph 7,3), fixadas com formalina (3,7%) por 10’ e os 

corpúsculos lipídicos marcados. 
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 3.5.2 – Lipossomos 

 Os macrófagos foram preparados segundo item 3.2.1 e interagidos com 

lipossomos PS ou lipossomos PC nas seguintes concentrações: 25µM/ml e 50µM/ml 

e uma mistura de 50% de cada lipossomo formando uma concentração final de 

50µM/ml. Após 24 horas de interação o sobrenadante foi coletado em eppendorffs e 

congelado no freezer -20ºC para a leitura de citocinas e as células foram lavadas 

com PBS estéril (ph 7,3), fixadas com formalina (3,7%) por 10’ e os corpúsculos 

lipídicos marcados, fotografados e quantificados.  

3.5.3 – Neutralizante de TGF-β 

Os macrófagos obtidos segundo o item 3.2.1 foram infectados com T. gondii 

cepa RH separados por anexina conjugada com microesferas obtidos segundo item 

3.3.2 (PS+ e PS-). Uma alíquota dos parasitos foi retirada logo após o lavado 

peritoneal do camundongo infectado (População Total).  Então os macrófagos 

plaqueados foram submetidos ao pré-tratamento de neutralizante de TGF- β 

(2µg/ml) e logo após foram submetidos a infecção separadamente com as três 

condições, população total, população PS+ e população PS- e controle do 

conjugado do neutralizante IgG. Após 24 horas de infecção na proporção de 1:1, o 

sobrenadante foi coletado em eppendorffs e congelado no freezer -20ºC para a 

leitura de citocinas e as células foram lavadas com PBS estéril (ph 7,3), fixadas com 

formalina (3,7%) por 10’ e os corpúsculos lipídicos marcados. 

3.6 – Marcação, contagem e análise de Corpúsculo Lipídico 

 3.6.1 – Oil Red O 

 Oil Red O (ORO) é um óleo vermelho e seu principio é baseado nas suas 

propriedades físicas, que preferencialmente entra em compartimentos ricos em 

lipídios. As células submetidas aos experimentos após a fixação foram lavadas com 

PBS (ph 7,3) e submetidas a três processos. O primeiro foi a incubação com 

propilenoglicol por 5’. O propilenoglicol do processo 1 foi retirado e 0,5% de ORO em 

propilenoglicol aquecido à 60ºC por 10 minutos. ORO 0,5% foi retirado e 

propilenoglicol 85% em água destilada foi adicionado por 5’. As células foram 

lavadas com PBS (ph 7,3). Hematoxilina de Griss foi colocado sobre as células por 

2’ para a marcação do núcleo da célula e do parasito. Ao fim as lamínulas foram 

montadas sobre as laminas. 
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 3.6.2 – Bodipy 

 Bodipy (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene) é uma sonda que cora 

com eficácia lipídeos neutros principalmente. Alguns experimentos do item 3.4.1 

foram fixados, lavados com PBS (ph 7,3) e as células foram incubadas com 1mM de 

Bodipy por 1 hora a temperatura ambiente. Após o tempo proposto, as células nas 

lamínulas foram lavadas com PBS (ph 7,3) e montadas em laminas com Prolongold 

contendo DAPI.  

3.6.3 – Análise e Contagem dos Corpúsculos Lipídicos 

Os corpúsculos foram analisados em microscopia de campos claro quando 

corados com ORO e florescência quando marcados com Bodipy. Cada experimento 

independente foi realizado em triplicada, então os corpúsculos foram contados nas 

células de cada lamínula da triplicata. As contagens foram feitas do seguinte modo: 

um campo aleatório foi escolhido na objetiva de 40x e todas as células contadas 

juntamente com seus corpúsculos. O n amostral do experimento era dado então 

pelas médias dos corpúsculos por células de cada lamínula, dentro dos mesmos 

tratamentos ou infecções. Quando o campo primeiro escolhido não atingia o numero 

desejável de células, o campo acima era desse campo inicial era posicionado. 

As porcentagens de células foram quantificadas em 100 ou 50 usando a 

mesma técnica de contagem dos corpúsculos. Um campo aleatório era escolhido e 

nele eram contados as células que possuíam corpúsculos na presença ou ausência 

do parasito. 

   3.7 – Análise Estatística 

   Foi usado o teste paramétrico ANOVA para a detecção de diferenças entre as 

médias obtidas, sendo eles classificados com 1, 2 ou 3 asterisco de significância 

indo respectivamente da menor para a maior diferença: * P>0,05; ** P>0,01; *** 

P>0,001. Os dados e os gráficos gerados pelos experimentos foram armazenados e 

analisados pelo programa GraphPad Prism 5.  
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4 - Resultados 

 4.1 – A cepa Rh de Toxoplasma gondii é capaz de induzir corpúsculos 

lipídicos independente da cepa. 

A interação dos macrófagos com a forma de taquizoítos do T. gondii por 1 

hora, foi capaz de aumentar o número de CL (Figura 7B) quando comparados a 

macrófagos que não interagiram com o parasito (Figura 7A). Após quantificação, foi 

confirmado aumento significativo de CL após interação com o parasito (Figura 7C). 

Visando verificar se a geração de corpúsculos lipídicos após a interação da 

célula hospedeira com T. gondii foi cepa dependente, macrófagos foram submetidos 

a interação com taquizoítos das cepas ME-49 e RH. Observamos que a interação 

com ambas as cepas foi capaz de induzir CL. Curiosamente não houve qualquer 

diferença significativa do número de CL nas células submetidas à interação com 

ambas as cepas (Figura 8). 

Para determinar se a geração de CL era dependente da relação parasito 

macrófago, essas células foram submetidas à interações com diferentes 

quantidades de taquizoítos. O número de CL aumentou com o aumento de parasitos 

por células de 2 para 5, visto que de 1 para 2 a diferença é pequena e quando foi 

usado 10 parasitos a viabilidade da célula diminui para 45% (Figura 9). 
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Figura 7 – Biogênese de CL em macrófagos infectados. Macrófagos de 

medula óssea foram cultivados em RPMI suplementado com 2% de soro fetal 

bovino e foram infectados ou não com a cepa Rh de T. gondii na proporção 

de 1:1 por 24 horas. As células coradas com ORO e os CL foram marcados. 

Após a marcação com ORO as células foram coradas com hematoxilina. (A), 

observamos macrófagos sem a infecção de T. gondii e o pequeno número de 

CL. Em B, observamos as células infectadas com o T. gondii (cabeça de seta) 

e o número de CL (seta) na célula aumentado. Em (C) o gráfico representa a 

quantificação do número de CL por células, e confirmando a imagem temos 

as células infectadas apresentando maior número de CL em relação ao as 

células controle sem a infecção. O gráfico é representado pela média de CL 

com erro padrão. Diferença significativa em relação ao controle, *** P<0,001. 

Média de cinco experimentos com erro padrão. 
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Figura 8 - Biogênese de CL em macrófagos infectados com diferentes cepas 

de Toxoplasma gondii. Macrófagos de medula óssea foram cultivados em 

RPMI suplementado com 2% de soro fetal bovino e foram infectados com a 

cepa ME-49 ou cepa RH. Nas duas infecções foi utilizado a proporção de 1 

parasito para 1 célula e deixados por 24 horas de interação. Os macrófagos 

foram fixados, os CL corados com ORO e contados. O gráfico representa a 

média da quantificação do número de CL por células com erro padrão. 

Diferença significativa em relação ao controle, *** P<0,001. Média de cinco 

experimentos com erro padrão. 
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Figura 9 – Relação crescente da quantidade de CL com quantidade de parasitos. 

Os macrófagos foram plaqueados e cultivados com meio RPMI suplementado 

com 2% de SFB e infectados com diferentes relações de parasito por célula. 

Toxoplasma gondii foi quantificado e colocado para infetar os macrófagos nas 

seguintes proporções: 1:1, 1:2, 1:5 e 1:10 por 24 horas; macrófagos “controle” 

não foram infectados. A viabilidade das células foram observadas, somente a 

proporção 10 parasitos para 1 célula tornou-se inviável. As células foram fixadas 

e os CL marcados com ORO. O gráfico representa a média com erro padrão de 

CL por célula. Diferenças significativas em relação ao controle, ** P>0,01; *** 

P>0,001. Média de três experimentos com erro padrão. 
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4.2–Confirmação da reprodutibilidade e pureza da separação de 

subpopulações de PS+ e PS- do Toxoplasma gondii 

Com o intuito de investigar a participação da PS na indução de CL, a 

população total de T. gondii foi submetida a separação de parasitos PS positivos 

(PS+) dos PS negativos (PS-) através de coluna magnética após incubação com 

anexina V conjugada a esferas magnéticas. A separação foi eficiente, visto que 

apresentou uma média de 90% de pureza para parasitos negativos e 85% para 

parasitos positivos (figura 10). 

 

4.3 – A população PS+ é capaz de induzir significativamente mais CL 

Após a obtenção de uma metodologia para a separação das subpopulações, 

macrófagos foram infectados com as subpopulação PS-, PS+, e a população total, a 

fim de observar a indução de CL mediante presença ou ausência do fosfolipídio. A 

população total de T. gondii como já mostrado, foi capaz de induzir a geração de CL 

nos macrófagos (Figura 11). Como esperado a população PS+ foi capaz de induzir 

significativamente mais CL do que os macrófagos controle e os que interagiram com 

a população total (Figura 11). Os resultados indicam que, apesar de não expor PS 

na membrana plasmática, a subpopulação PS- foi capaz de induzir CL nos 

macrófagos quando comparados aos macrófagos controle, porém em quantidade 

menor que os macrófagos que interagiram com a subpopulação PS+ (Figura 11). 

Esse resultado indica que podem existir outros componentes capazes de induzir CL 

em macrófagos além da PS. 
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Figura 10 – Verificação de pureza das Subpopulações de Toxoplasma 

gondii, fosfatidilserina positiva (PS+) e fostatidilserina negativa (PS-). 

Toxoplasma gondii foi mantido em camundongos, e retirado por lavagem 

peritoneal com tampão de calcio após 3 dias de infecção. Os taquizoítos 

foram magneticamente separados com anexina V conjugada com 

microbeads, as subpopulações foram ressuspensas com PBS para retirar a 

anexina com beads, e novamente neutralizados com anexina V-FITC. Por 

fim os parasitos foram analisados por citometria fluxo. As linhas pretas 

representam o controle de parasitas sem anexina V, e as linhas a cinza se 

referem às subpopulações isoladas. Experimento representativo de três.  
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Figura 11 – Indução de corpúsculos pelas diferentes subpopulações de T. 

gondii. Macrófagos foram cultivados com meio RPMI suplementado com 2% 

de SFB e infectados com diferentes subpopulações de T. gondii, população 

total, população PS+ e população PS-. Após 24 horas de infecção e usando 

a proporção de 1:1, as células foram fixadas e os CL foram corados com 

ORO e quantificados. O gráfico representa a média do número de CL por 

células dos experimentos. Diferenças significativas em relação ao controle, 

** P>0,01; *** P>0,001. Média de três experimentos com erro padrão. 
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4.4 – Participação da PS da membrana do T. gondii na indução de CL 

Para verificar que a separação magnética não foi capaz de interferir na 

indução de CL, os parasitos separados em subpopulações PS- e PS+ foram 

reconstituídos na proporção de 1:1, similar a proporção de parasitos da população 

total (Seabra et al., 2004). Como não houve diferença significativa entre a população 

total e a mistura de parasitos PS+ com parasitos PS-, o resultado indica que a 

separação magnética não foi suficiente para interferir na indução de CL nos 

macrófagos (Figura 12). As subpopulações separadas e a população total foram 

capazes de induzir CL como já observado (Figura 12).  

Para confirmar a participação da PS do parasito na geração de CL, as 

subpopulações de PS foram incubadas com anexina-V pura e usadas para interação 

com macrófagos. A incubação de macrófagos com anexina-V pura não foi capaz de 

induzir CL (Figura 13). Como esperado, a neutralização da PS dos parasitos PS+ 

com anexina-V pura foi capaz de reduzir a indução de CL nos macrófagos quando 

comparados a indução gerada pelos parasitos sem a neutralização (Figura 13). De 

modo semelhante a população total também teve seu poder indutor reduzido pela 

neutralização da PS (Figura 13). Os parasitos neutralizados pela anexina-V e os 

parasitos PS- induziram poucos corpúsculos nos macrófagos, porém ambos ainda 

significativos quando comparados aos macrófagos controle (Figura 13), esse 

resultado reforça a ideia de que podem existir outros fatores presentes na infecção 

por T. gondii que estimulam CL. 

Para validar a hipótese que PS presente na membrana do parasito induz CL 

em macrófagos infectados, foram utilizados lipossomos contendo PC (controle) e PS 

em duas concentrações diferentes (25µg/ml e 50µg/ml) para interagir com 

macrófagos. Em ambas as concentrações não houve perda da viabilidade da célula 

após infecção. Os lipossomos contendo PS nas duas concentrações foram capazes 

de induzir CL (Figura 14). Já os lipossomos controles, contendo somente PC, nas 

mesmas concentrações não foram capazes de induzir CL significantemente (Figura 

14). Uma mistura de 50% de lipossomos PS e PC foram utilizadas para interagir com 

macrófagos na tentativa de simular a população total de T. gondii que apresenta em 

média 50% da população de parasitos PS+ e 50% de PS- (Seabra et al., 2004). A 

geração de CL induzido pela mistura de lipossomos atingiu metade da geração 

induzida por 50 mg de lipossomos PS+ (Figura 14). 
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Figura 12 – O potencial indutor de CL não é perdido pela separação 

magnética. Macrófagos foram cultivados em RPMI suplementado com 2% 

de SFB, e foram submetidos à infecção pelas subpopulações de T. gondii, 

população total, PS+ e PS-. Para observar se o processo de separação 

magnética estava alterando o poder indutor das subpopulações, 

reconstituímos a PS+ com a PS- na proporção de 50% de cada uma das 

subpopulações. Após 24 horas de infecção os macrófagos foram fixados e 

os CL corados com ORO. Por fim os CL foram quantificados. Diferenças 

significativas em relação ao controle, ** P>0,01; *** P>0,001. Gráfico 

representativo de três experimentos com desvio padrão. 
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Figura 13 – Indução de CL frente a neutralização da fosfatidilserina por 

anexina V. Após a separação das subpopulações de T. gondii, os grupos 

foram divididos em tratados com anexina V purificada e não tratados. Esses 

grupos infectaram macrófagos com MOI de um por 24 horas. Passado o 

tempo, os macrófagos foram fixados, os CL da célula foram corados com 

ORO e por microscopia de campo claro, quantificados. O gráfico representa a 

média da quantificação de CL por célula, com barra de erro padrão, de três 

experimentos independentes. Diferenças significativas em relação ao 

controle, as barras horizontais acima das colunas representam a comparação 

das colunas e suas diferenças significativas.*** P>0,001. Média de três 

experimentos com erro padrão. 
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Figura 14 – Verificação de indução de CL por lipossomos purificados 

contendo fosfatidilcolina e/ou fosfatidilserina. Quantificação de corpúsculos 

lipídicos por macrófagos cultivados em RPMI suplementado com 2% de soro 

fetal bovino após interação com diferentes concentrações de lipossomos 

nas categorias: fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina (PS) e mistura das duas 

categorias (PS/PC). Os macrófagos foram fixados, corados e os corpúsculos 

lipídicos quantificados 24h após interação. Diferenças significativas em 

relação ao controle, as barras horizontais acima das colunas representam a 

comparação das colunas e suas diferenças significativas. * - P>0,05; ** 

P>0,01; *** P>0,001. Média de três experimentos com erro padrão. 



61 
 

4.5 – Macrófagos infectados por Toxoplasma gondii apresentaram dois 

principais fenótipos com corpúsculos lipídicos: presença ou ausência do 

parasito. 

Após interação com o parasito quatro grupos de macrófagos foram 

observados: a) macrófagos com T gondii internalizado e CL, b) macrófagos sem T. 

gondii, entretanto com CL em seu citoplasma, c) macrófagos com T. gondii 

internalizado sem CL e d) macrófagos sem T. gondii internalizado e sem CL. Os dois 

primeiros grupos foram quantificados, pois foram majoritários e em torno de 42% das 

células apresentaram o perfil “a” e “b” (Figura 15). Interessante notar o relevante 

número de células que mesmo não tendo o parasito internalizado apresentaram CL 

(Figura 16). 

Para observar se a presença do parasito era importante para maior indução 

de CL, macrófagos submetidos à interação tiveram seus CL quantificados levando 

em consideração a presença ou ausência de parasito dentro da célula avaliada. 

Confirmamos que macrófagos com T. gondii internalizado apresentaram maior 

número de CL quando comparado a macrófagos sem o parasito (Figura 17). 

 

4.6 – Participação do TGF-beta na indução de corpúsculo lipídico após 

interação com Toxoplasma gondii 

Os resultados até aqui descritos apontam para um aumento de CL 

independente da presença do parasito internalizado pelo macrófago, já que existem 

células que apresentaram maior quantidade significativa de CL e não possuem o 

parasito internalizado. Macrófagos infectados por T. gondii produzem TGF-beta e 

essa citocina pode atuar de forma parácrina e induzir CL. Para isso macrófagos 

foram infectados com o parasito na presença ou não de anticorpos neutralizantes de 

TGF-beta e o número de CL foram quantificados. Como observado na figura 18, a 

neutralização do TGF-beta resultou em menor número de CL em macrófagos. 
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Figura 15 – Imagem representativa dos dois principais fenótipos encontrado em 

macrófagos após a infecção por T. gondii. Macrófagos de medula óssea foram 

cultivados em RPMI suplementado com 2% de soro fetal bovino e foram infectados 

com T. gondii na proporção de 1:1 por 24 horas. As células foram fixadas e os CL 

foram corados com ORO e a célula com hematoxilina. Todas as células foram 

submetidas à infecção (A), porém somente algumas apresentam o T. gondii(cabeça 

de seta) internalizado, e o perfil de macrófagos com CL (seta) não esta associado 

diretamente a presença do parasito. Em B, temos um macrófago com CL, porém, 

sem o parasito, já em C a imagem mostra o macrófago com CL e com T. gondii 

internalizado. A fotografia foi retirada em microscópio ótico de campo claro com 

aumento de 40x (A), as imagens B e C foram somente ampliadas. 
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Figura 16 - Quantificação da frequência de células com CL na presença ou 

ausência de Toxoplasma gondii. Macrófagos foram cultivados em RPMI 

suplementado com 2% de SFB e infectados com T. gondii por 24h seguindo 

a proporção de 1 parasito para 1 célula. As células foram fixadas, os CL 

corados com ORO e a célula com hematoxilina. O gráfico representa a 

quantificação, em porcentagem, de células, que possuem CL na presença ou 

ausência de T. gondii internalizado. Ambas as colunas representam 

macrófagos que interagiram com T. gondii. Média de cinco experimentos com 

erro padrão. 
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Figura 17 - Quantificação de corpúsculos lipídicos em células que apresentam 

o parasito internalizado ou não. Macrófagos foram cultivados em RPMI 

suplementado com 2% de SFB e infectados com T. gondii por 24h seguindo a 

proporção de 1 parasito para 1 célula. Os macrófagos submetidos a infecção 

se apresentaram  com CL e o parasito internalizado, ou com CL e sem 

parasito internalizado, então os CL de ambos os perfis foram quantificados e 

representados no gráfico. Os CL foram corados com ORO e a células com 

hematoxilina. Diferenças significativas em relação ao controle, as barras 

horizontais acima das colunas representam a comparação das colunas e 

suas diferenças significativas. *** P>0,001, * P>0,05. Média de cinco 

experimentos com erro padrão. 
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Figura 18 – Indução de CL em macrófagos infectados com diferentes 

subpopulações de T. gondii com ou sem neutralização de TGF-beta. 

Macrófagos foram cultivados em RPMI suplementado com 2% de nutridoma 

e infectados por 24 horas, na proporção de 1 parasito para 1 célula, com as 

subpopulações de T. gondii: População total, população fosfatidilserina 

positiva (PS+) e população fosfatidilserina negativa (PS-). Os macrófagos 

foram pré e pós infecção tratados com neutralizante de TGF-beta. As células 

foram fixadas, marcadas com ORO e hematoxilina, e os CL quantificados. 

Diferenças significativas em relação ao controle, as barras horizontais acima 

das colunas representam a comparação das colunas e suas diferenças 

significativas. *** P>0,001, * P>0,05, ***P>0,0001. Média de três 

experimentos com desvio padrão. 
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5 - Discussão 

Toxoplasma gondii é um protozoário com alguns mecanismos de escape 

caracterizados. Um deles é baseado na exposição de PS por taquizoítos que reduz 

a produção NO, fundamental para a persistência do parasito em macrófagos 

ativados classicamente. Como células apoptóticas induzem CL em macrófagos, 

investigamos se a exposição de PS pelo T. gondii induz CL nessas células 

hospedeiras. Interessante observar que, macrófagos infectados com T. gondii 

apresentaram aumento de CL sugerindo que a exposição de PS pode ser 

responsável pela indução dessa organela. Essa indução coloca T. gondii na lista de 

parasitos “indutores de CL” como: Mycobacterium bovis, Mycobacterium 

tuberculosis, Mycobacterium leprae (Melo et al., 2006; 2005; 2003; Mattos et al., 

2010, Tanigawa et al., 2008), Trypanosoma cruzi (D'Avila et al., 2011; 2008a), 

Plasmodium falciparum (Jackson et al., 2004), Plasmodium berghei (Rodriguez-

Acosta et al., 1998), Leishmania amazonensis (Pinheiro et al., 2009), dengue vírus 

(Samsa et al., 2009), vírus da hepatite C (McLauchlan, 2009; Barba et al., 1998). A 

modulação positiva de CL nas células hospedeiras após a infecção indica que essa 

organela pode ser importante para o desenvolvimento do parasito. Porém, 

dependendo do parasito e da célula hospedeira, CL podem assumir importante 

função na montagem da resposta imune (D'Avila et al., 2011; 2008a; Melo et al., 

2006; Melo e Dovorak, 2013). A importância do CL na infecção por T. gondii já havia 

sido demonstrado no trabalho de mestrado da aluna Laura Azeredo (Dissertação 

Mestrado. LBCT-UENF, 2009), foi observado que, soro de camundongo induziu CL 

em macrófagos, e que essa indução é importante para a multiplicação do parasito, 

uma vez que há uma associação entre essa organela e o parasito. Nossos 

resultados são complementares a esse já sugerido, uma vez que observamos a 

indução direta pelo parasito. Outro importante dado associado ao nosso é a 

presença de CL em células dendríticas de humanos infectados por T. gondii 

(Dissertação IOC, Biologia Celular e Molecular, Beatriz Guerreiro 2013). Todos 

esses resultados apresentam fortemente uma relação entre T.gondii e CL.         

O potencial de indução de CL via infecção de T. gondii não foi depende da 

cepa utilizada, tanto ME-49 como RH são infectivas e foram capazes de induzir essa 

organela. As cepas de T. gondii são geneticamente classificadas em 3 grupos 

distintos apresentando características diferentes de virulência e produção de cistos 

em camundongo (Howe e Sibley, 1995; revisto em Weiss e Kim, 2000; Ajzenberg et 
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al., 2004; Montoya e Liesenfeld, 2004). Ademais em humanos, as cepas do tipo I 

(como a RH) têm sido associadas com a toxoplasmose ocular na Europa e América 

do Norte (Boothroyd e Grigg, 2002; Kim e Weiss, 2004), e as do tipo II (como a ME-

49) com infecção congênita e em pacientes com AIDS (Montoya e Liesenfeld, 2004). 

Portanto, mesmo com o uso de duas cepas geneticamente diferentes e com 

manifestação clinica em humanos distintas, CL foram induzidos em macrófagos de 

forma similar, sugerindo que a indução de CL é uma capacidade intrínseca de todas 

as cepas de T. gondii. Dados não publicados mostram que distintas cepas de T. 

gondii, incluindo RH e ME-49, expõem PS (Damasceno et al., submetido). Portanto, 

os dados desse trabalho corroboram com a hipótese do envolvimento da PS na 

indução de CL. 

Os CL induzidos pela infecção de T. gondii se revelaram dependentes da 

relação parasito/célula. Quando maior a quantidade de parasito utilizado na 

interação, maior foi a indução de CL nos macrófagos. Nossos dados são 

semelhantes ao já publicados por D’Ávila e colaboradores (2008a, 2011), que 

mostraram que a indução de CL pela infecção por T. cruzi é dependente da 

proporção parasito-célula como para T. gondii. A determinação da relação parasito 

macrófago serviu para traçarmos o padrão mínimo de parasitos necessários para um 

estimulo que gerasse CL significativos, permitindo os experimentos subsequentes. 

Quais fatores estariam envolvidos na geração de CL nos macrófagos 

infectados por T. gondii? Seabra e colegas (2004) mostraram a existência de uma 

subpopulação de T. gondii que expõem PS, esse fenômeno já havia sido descrito 

em L. amazonensis (Wanderley et al., 2006; de Freitas Balanco et al., 2001; Dos 

Reis e Barcinski, 2001) e mais tarde em T. cruzi (DaMatta et al., 2007). A hipótese 

de que o PS exposto por T. gondii poderia induzir CL foi aventada quando D’Ávila e 

colaboradores (2008) mostraram que neutrófilos apoptóticos provenientes da 

infecção de Mycobacterium bovis induzem CL em macrófagos, e que isso é 

importante para o sucesso da infecção. É sabido que células apoptóticas expõem 

PS na membrana, tal exposição permite o reconhecimento por fagócitos e induz 

nessas células um sinal anti-inflamatório (Vaux e Strasser, 1996; Fadok el al., 2001). 

Três importantes informações: 1) Células apoptóticas expõem PS na face externa da 

membrana; 2) T. gondii possui uma subpopulação que expõe PS; 3) Células 

apoptóticas induzem CL em macrófagos; auxiliaram na hipótese do presente 

trabalho. No intuito de verificar essa hipótese, subpopulações de T. gondii PS+ e PS- 
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foram separadas como descrito (Santos et al., 2011), utilizadas para interagir com 

macrófagos e CL analisados. O processo de separação das subpopulações rendeu 

boa pureza, indicando que a técnica é reproduzível. A subpopulação PS+ foi capaz 

de induzir maior número de CL em macrófagos, comparado com o controle e com a 

infecção pela subpopulação PS-. Esse resultado reforça a hipótese desse trabalho 

apontando a PS exposta na membrana do parasito como molécula importante no 

processo de biogênese de CL durante o curso da infecção. No entanto, a 

subpopulação PS- também foi capaz de induzir significativamente CL em relação ao 

controle, mas em menor número em relação a subpopulação PS+. Esse dado indica 

que outro(s) fator(es) participa(m) da biogênese dessa organela. Dados da literatura 

relatam que T. cruzi, secreta glicofosfatidilinositol (GPI) (Almeida et al., 1999; 

Campos et al., 2001), essa molécula é reconhecida por receptores da família TLR 

(Almeida et al., 1999; Campos et al., 2001). O referido reconhecimento induz a 

geração de CL em macrófagos (D’Ávila et al., 2008a; 2012). Toxoplasma gondii é 

capaz de sintetizar GPI (Manger et al., 1998 ;Black e Boothroyd, 2000; Lekutis et al., 

2001; Wichroski e Ward, 2003), durante a infecção pelo T. gondii essa molécula é 

reconhecida por Toll 2 e Toll 4 e induz no macrófago a produção de TNF-alfa 

(Debierre-Grockiego et al., 2007;). Frente aos trabalhos levantados, sugerimos que a 

indução de CL em macrófagos pela subpopulação PS- poderia ser via Toll 2/Toll 4 

através da GPI produzida pelo parasito. 

O processo de separação das subpopulações poderia estar alterando o 

resultado de indução de CL em macrófagos? Para ratificarmos que o poder indutor 

de CL continuava mesmo após o processo de separação, adotamos a seguinte 

estratégia. Logo após a separação, as subpopulações foram misturadas; adotamos 

a proporção de 50% de cada subpopulação, pois essa é a porcentagem média 

descrita na literatura para taquizoitas da cepa RH (Seabra et al., 2004; Santos et al., 

2011). Após análise da indução de CL, confirmamos que a metodologia de 

separação não foi capaz de alterar o poder indutor da população resultante, uma vez 

que não houve qualquer diferença significativa na indução de CL em macrófagos 

entre a população total e a população misturada. 

A hipótese da participação da PS na indução de CL em macrófagos após a 

infecção por T. gondii foi reforçada quando utilizamos anexina V pura para bloquear 

a PS. Os parasitos foram separados em subpopulações PS+ e PS- ou mantidos na 

população total. Todos os grupos foram tratados com anexina V, e utilizados para 
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infectar macrófagos. O bloqueio da PS pela anexina reduziu o número de CL nos 

macrófagos, corroborando com os dados da importância da PS na indução dessa 

organela. Outro dado chamou a atenção, o bloqueio da PS diminui a geração de CL, 

no entanto, não a anulou. Isso reforça que outros fatores, além da PS, induzem CL 

nos macrófagos infectados por T. gondii. Sugerimos que em parasitos PS+ 

bloqueados pela anexina V CL estariam sendo induzidos por GPI secretada via 

reconhecimento pelos receptores TLR de macrófagos. 

No intuito de confirmar a hipótese de que a PS induz CL, lipossomos 

formados com PS e PC ou somente com PC, foram usados na interação com 

macrófagos. Como esperado, houve indução de CL na interação que envolveu 

lipossomos PS/PC, enquanto que o número de CL de macrófagos não alterou 

quando lipossomos com PC foram utilizados. Na tentativa de mimetizar a população 

total de T. gondii, misturamos os lipossomos PC e lipossomos PS/PC na proporção 

de 50%, pois essa é a relação entre as subpopulações PS+ e PS- para T. gondii da 

cepa RH (Seabra et al., 2004; Santos et al., 2011). Essa mistura de lipossomos 

também foi capaz de induzir CL. O conjunto de nossos resultados aponta fortemente 

que a PS é um agente indutor de CL em macrófagos durante a interação, indicando 

que a hipótese desse trabalho é verdadeira. 

Em todos os experimentos nos quais T. gondii foi utilizado, quatro fenótipos 

diferentes de macrófagos foram observados. Entre eles destacamos dois: 

Macrófagos com CL sem a presença de T. gondii interiorizado, e macrófagos com 

CL com a presença de T. gondii no citoplasma. Esse resultado é compartilhado aos 

resultados de células dendríticas infectados por T. gondii (Dissertação Biologia 

Molecular e Celular – IOC – Beatriz Guerreiro).  A quantificação dos fenótipos de 

macrófagos apresentou em média 40% de cada tipo. A quantificação de CL 

presentes em cada fenótipo de macrófago demonstrou que a presença do parasito 

dentro da célula foi crucial para maior indução de CL. Entretanto, os macrófagos 

sem o parasito também tiveram CL significativamente induzidos quando comparados 

ao controle. A literatura descreve a indução de CL via algumas classes de 

moléculas. Esta demonstrado que o cultivo de leucócitos com ácidos graxos 

insaturados (Bozza et al., 1996; Bozza et al., 2009), lipoproteínas (McGookey e 

Anderson, 1983; Bozza et al., 2009), mediadores lipídicos como PAF (fator de 

ativação plaquetária) (Bozza et al., 1997), hormônios como leptina e resistina (Xu et 

al., 2006; Maya-Monteiro et al., 2008), citocinas como IL-5 e IL-12 (Bozza et al., 



70 
 

1998), são indutores de CL. Além desses, TGF-b também induz CL nos macrófagos 

(D’Ávila et al., 2008a). O reconhecimento de PS por macrófagos induz a secreção de 

TGF-b ativo, essa citocina anti-inflamatória é importante para a supressão de 

resposta inflamatória mediada por macrófagos (Fadok el al., 2001). Como T. gondii 

expõe PS e induz a liberação de TGF-b em macrófagos infectados (Seabra et al., 

2004), investigamos a participação desse mediador na indução de CL, pois uma 

sinalização parácrina explicaria a indução de CL em macrófagos sem parasito 

interiorizado. A utilização de anticorpo neutralizante de TGF-b foi capaz de inibir a 

indução de CL. Observamos que o neutralizante diminuiu CL na infecção pela 

população total de T. gondii e a subpopulação PS+ quando comparados com a 

interação na ausência do neutralizante. Concluímos que a indução de CL em 

macrófagos infectados seria via PS exposto pelo parasito que ativaria a liberação de 

TGF-b atuando nas células infectadas pela via parácrina e nas não infectadas pela 

parácrina. 

Dados recentes de Lige e colaboradores (2013) demontraram a existência de 

uma enzima (TgACAT) semelhante e com mesma função a de outra enzima já 

encontrado em células humanas, ACAT,  essas enzimas desempenham a função de 

esterificar o colesterol e amazena-lo em vesículas lipídicas no interior do parasito, 

além capata-lo da célula hospedeira e utiliza-lo para a formação de novas 

membranas. O não funcionamento de ACAT na célula hospdeira altera 

drasticamente a estruturação da membrana dos parasitos no vacúolo parasitoforo, 

além de diminuir o número de CL do parasito. Esses dados somados com os nossos 

contribuem para o entendimento da indução de CL nas células hospedeiras e a 

participação dessa vesícula lipídica para a manutenção do T. gondii e 

consequentemente sua multiplicação. 

Não é dificil imaginar que o sucesso da toxoplasmose, sendo uma doença 

muito comum e não causando danos em seu hospedeiro na maiora dos casos, 

estaria atribuida também ao sucesso da infecção com mimetismo apoptotico, e 

controle da resposta imune e nesse processo o CL desempenharia um papel 

importante na disponibilidade de lipídeos. Durante anos o CL foi descrito como 

simples reserva lipidica, hoje vale lembrar que CL foram descritos desempenhando 

várias funções diferentes em resposta a diferentes estímulos, podendo ser organelas 

que auxiliam a função inflamatória quando anti-inflamatória (resvisto Melo et al., 

2012). A composição de CL é seus componentes influenciam nas diferentes frentes 
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de atuação por essas organelas (Bozza et al., 2009). Nosso caso pode ser aplicado 

nessa descrição também, demonstramos que a PS presente numa parte da 

população de T. gondii estimula CL, estimulo que é diferente ao presente na PS-. 

Ainda não há qualquer descrição sobre diferentes funções de CL numa mesma 

infecção, e mais experimentos ainda são necessários para concretizar essa 

hipótese, contudo, e diante dos nossos dados, sugerimos que isso pode estar 

acontecendo na infecção por T. gondii. Esse trabalho é apenas o inicio diante do 

universo de descobertas a serem feitas sobre a associação de CL com T. gondii.  
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