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“... A folha se descobriu a perder a cor, a ficar cada vez mais frágil. Havia sempre frio e a 

neve pesava sobre ela. E quando amanheceu veio o vento que arrancou a folha de seu galho. 

Não doeu. Ela sentiu que flutuava no ar, muito serena. E, enquanto caía, ela viu a árvore 

inteira pela primeira vez. Como era forte e firme! Teve certeza de que a árvore viveria por 

muito tempo, compreendeu que fora parte de sua vida. E isso deixou-a orgulhosa. A folha 

pousou num monte de neve. Estava macio, até mesmo aconchegante. Naquela nova posição, 

a folha estava mais confortável do que jamais se sentira. Ela fechou os olhos e adormeceu. 

Não sabia que a folha que fora, seca e aparentemente inútil, se juntaria com água e serviria 

para tornar a árvore mais forte. E, principalmente, não sabia que ali, na árvore e no solo, já 

havia planos para novas folhas na primavera.” 

Leo Buscaglia                                             
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Resumo 

Durante a gestação existe um equilibrado controle dos processos de proliferação de células 

trofoblásticas e apoptose. Um desequilíbrio entre estes dois eventos pode promover alterações 

funcionais no desenvolvimento placentário e comprometer o sucesso gestacional. A infecção 

por Toxoplasma gondii é capaz de modular a apoptose de células trofoblásticas e essa 

modulação é dependente da virulência da cepa de T. gondii.  Assim, o objetivo desse trabalho 

foi avaliar a apoptose de células trofoblásticas BeWo, determinar a produção de citocinas por 

estas células infectadas com a cepa de alta virulência RH ou com moderada virulência ME49 

de T. gondii. Além disso, analisamos a expressão do receptor de morte Fas/CD95 em células 

BeWo após a infecção pelas duas cepas de T. gondii e tratamentos com citocinas pró e anti-

inflamatórias. Para isso, células foram infectadas com a cepa RH ou ME49, na proporção de 

cinco parasitos por célula, por 2 e 24 horas, e os sobrenadantes coletados para determinação 

da produção de citocinas. Além disso, as células foram tratadas com diferentes citocinas, 

infectadas com as cepas de T. gondii e analisadas quanto ao índice de apoptose por imuno-

histoquímica, e a expressão do Fas/CD95 por citometria de fluxo. Western blotting foi 

realizado para detecção das proteínas intracelulares ERK1/2 e survivina (IAP). Nos dois 

tempos de infecção analisados, células infectadas com a cepa ME49 secretaram, 

predominantemente, um perfil de citocinas pró-inflamatórias, enquanto em células infectadas 

com a cepa RH a secreção de citocinas anti-inflamatórias foi maior. A incidência da apoptose 

em células BeWo está associada tanto com a cepa do parasito, como ao tratamento das 

citocinas. A expressão do Fas/CD95 foi maior em células infectadas com a cepa ME49, 

enquanto a fosforilação da proteína ERK1/2 foi maior em células infectadas com a cepa RH. 

Esses resultados indicam que, em células BeWo, a incidência de apoptose está associada com 

o tipo de cepa do parasito e, provavelmente, relaciona-se com um mecanismo de evasão de T. 

gondii. 
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Abstract 

During pregnancy was observed a control in trophoblastic cell proliferation and apoptosis. 

However, alterations of apoptosis during pregnancy are associated with abnormal placental 

morphology and function. Toxoplasma gondii is able to modulate trophoblastic cell apoptosis 

and this modulation is associated with the strain type of the parasite. Therefore the aim of this 

study was measure the production of cytokines by trophoblastic cells (BeWo cell line), 

infected with a highly virulent RH strain or a moderately virulent ME49 strain of T. gondii. 

Also, were analyzed the apoptosis index and death receptor Fas/CD95 expression in 

trophoblastic cells after infection with both strain types of T. gondii and treated with different 

cytokines. For this, cells were infected with RH or ME49 strain at 5 parasites: cell ratio, for 2 

and 24 hours, the supernatants were collected and the cytokines production was measured. 

Besides that, cells were treated with pro and anti-inflammatory cytokines, infected with both 

strain types of T. gondii and were analyzed for apoptosis index by immunohistochemistry and 

for Fas/CD95 expression by flow cytometry. Besides that western blotting for the detection of 

the proteins ERK1/2 and survivin (IAP) were done. In both times of infection analyzed 

ME49-infected BeWo cells exhibited a predominantly pro-inflammatory response profile, 

whereas cells infected with RH strain showed a higher production of anti-inflammatory 

cytokines. Besides that, were observed that the incidence of apoptosis is related with strain 

types that cells were infected and with the cytokine that cells were treated. Moreover, 

Fas/CD95 expression was higher in cells infected with ME49 strain, whereas the 

phosphorylation of ERK1/2 was higher in cells infected with RH strain.  These results 

indicate that in BeWo cells the incidence of apoptosis in associated to strain type of the 

parasite as a potential evasion mechanism for the T. gondii survival. 
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1. Introdução 

1.1 Toxoplasma gondii 

Toxoplasma gondii é um protozoário parasito cosmopolita pertencente ao filo 

Apicomplexa. Caracteriza-se por ser um parasito intracelular obrigatório com capacidade de 

infectar amplo espectro de hospedeiros, incluindo todos os animais de sangue quente e alguns 

invertebrados (DUBEY, 2004; PENG et a., 2011). T. gondii foi descrito no mesmo ano em 

dois países diferentes, Splendore (1908) descreveu a espécie em coelhos, no Instituto 

Biológico de São Paulo, no Brasil, Nicolle & Manceaux (1908) no roedor africano 

Ctenodactylus gundi, no Instituto de Pasteur da Tunísia (DUBEY et al., 2012). 

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

apresentar em formato oval, indicando o início do processo de divisão celular (SOUZA et al., 

2010). Há presença de um núcleo, situado no meio do parasito ou mais próximo da 

extremidade posterior e demais organelas típicas de células eucariontes, além de outras típicas 

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

prega na membrana plasmática que delimita uma depressão central e, logo abaixo dessa 

depressão, há uma organela chamada conóide. Além de manter a forma do parasito estas 

estruturas estão envolvidas com a motilidade e direcionamento de vesículas secretórias 

durante o mecanismo de invasão (DUBEY, et al., 1998; HU et al, 2006; DUPONT et al., 

2012). 

Toxoplasma gondii possui três organelas secretórias especiais que estão relacionadas 

com a invasão do parasito à célula hospedeira, essas organelas são as micronemas, as roptrias 

e os grânulos densos (PENG et. al., 2011).  As micronemas são organelas secretoras de 

moléculas adesivas e localizam-se na região apical do parasito, abaixo do complexo da 

membrana interna. Essas organelas atuam no reconhecimento e na adesão inicial do parasito 

aos receptores de superfície da célula hospedeira (CARRUTHERS, 2002; SOUZA et al., 
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2012). Especificamente, a proteína MIC-2 está presente em todos os estágios invasivos do 

parasito e possui importante papel no reconhecimento da célula hospedeira e nos movimentos 

que o parasito realiza para a invasão celular (SIBLEY, 2004; SIBLEY, 2010). 

As roptrias são encontradas na região anterior do núcleo do parasito e são constituídas 

por formações membranosas de extremidades dilatadas e estão associadas à internalização do 

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

dita do parasito (GUBBELS; DURAISINGH, 2012). Além disso, a liberação do conteúdo das 

roptrias participa da formação do vacúolo parasitóforo, ficando associadas a ele e garantindo a 

natureza não fusogênica do vacúolo, além de atuarem no recrutamento de mitocôndrias 

(CARRUTHERS, 2002; SINAI, 2008). A primeira proteína liberada pelas roptrias a ser 

identificada foi a ROP-2, proteína transmembrânica do vacúolo parasitóforo e que fica 

exposta no citoplasma da célula hospedeira. A ROP-2 possui importante função, uma vez que 

esta proteína medeia a associação das mitocôndrias da célula hospedeira ao vacúolo 

parasitóforo (HAJJ et al., 2006). As proteínas das roptrias são importantes marcadores de 

virulência de T. gondii (BRADLEY; SIBLEY, 2007; HUNTER; SIBLEY, 2012).  

Além das roptrias e micronemas, T. gondii também apresenta no citoplasma estruturas 

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

densos e contém uma família de glicoproteínas de diferentes pesos moleculares. Uma das 

funções destes grânulos é a liberação de glicoproteínas no vacúolo parasitóforo, possibilitando 

ao parasito evadir das respostas da célula hospedeira, como a fusão de lisossomos ao vacúolo 

parasitóforo (CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007; SOUZA et al., 2010).    

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

através de mecanismo ativo, diferentemente da forma de invasão da maioria dos 

microorganismos intracelulares. Vírus e bactérias intracelulares necessitam da participação da 

célula hospedeira através de via endocíticas ou fagocíticas, ao contrário, T. gondii penetra 
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ativamente na célula do hospedeiro (CARRUTHERS, 2002; SIBLEY, 2012). O processo de 

invasão é rápido e leva cerca de 5-30 segundos e inicia-se com o reconhecimento do parasito 

à célula alvo. Em seguida, há adesão na região apical do parasito à membrana plasmática da 

célula hospedeira, por meio das proteínas adesivas secretadas pelas micronemas. Após a 

adesão, as roptrias iniciam a liberação de enzimas proteolíticas que auxiliam o parasito na 

invasão propriamente dita da célula hospedeira. Esse processo de invasão resulta na formação 

de um vacúolo parasitóforo, o qual é estruturado a partir da membrana plasmática da célula 

hospedeira (SIBLEY, 2004; ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012). 

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

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

maquinaria da célula hospedeira (CARRUTHERS, 2006; SIBLEY, 2010). No entanto, 

estudos realizados em culturas de células infectadas por T. gondii, demonstraram que durante 

a proliferação do parasito e o desenvolvimento do vacúolo parasitóforo há alterações na 

distribuição de elementos do citoesqueleto da célula hospedeira (LI et al., 2006). Além dessas 

alterações, T. gondii interfere em diversos mecanismos da célula hospedeira, como a 

regulação da glicólise, metabolismo de lipídios e colesterol, regulação do ciclo celular e 

apoptose (LÜDER et al., 2009). 

 

1.2 Formas Infectantes e Ciclo Biológico 

Toxoplasma gondii possui três formas infectantes: taquizoítas, bradizoítas e 

esporozoítas (ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012). Os taquizoítas apresentam-se na 

forma oval ou crescente, possuem uma das extremidades mais afilada e a outra arredondada. 

(MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Essa forma infectante é a de multiplicação rápida do 

parasito, constituindo a forma invasiva de T. gondii, responsável pelas manifestações da fase 
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aguda da infecção. Nesta fase podem ocorrer as manifestações clínicas da toxoplasmose 

(PENG et al., 2011).  

Com o início da resposta imune do hospedeiro há o estabelecimento de uma infecção 

crônica caracterizada pela conversão de taquizoítas em bradizoítas (ROBERT-GANGNEUX; 

DARDÉ, 2012). Os bradizoítas são morfologicamente semelhantes aos taquizoítas; 

apresentam, contudo, uma taxa de multiplicação lenta e expressam algumas moléculas 

estágio–específicas, como BAG-1, CST-I e LDH2. Essa forma infectante de T. gondii é 

considerada a forma de resistência do parasito sendo encontrada no interior de cistos que são 

formados nos tecidos do hospedeiro. Esses cistos possuem variações no tamanho, medindo de 

5 a 70µm e podem conter de centenas a milhares de bradizoítas em seu interior (DUBEY, 

2004; SULLIVAN; JEFFERS, 2012). 

Os cistos podem permanecer nos tecidos por toda a vida do hospedeiro. No entanto, 

em casos de imunossupressão, a infecção pode passar por um processo de reagudização e os 

bradizoítas voltam a se multiplicar rapidamente, são liberados e há disseminação no 

organismo sob a forma de taquizoítas (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; SULLIVAN; 

JEFFERS, 2012). 

Os esporozoítas são encontrados em oocistos, são esféricos que medem cerca de 10-

12µm e possuem uma parede dupla muito resistente ao meio ambiente. Após um período de 7 

a 21 da ingestão de parasitos pelos felídeos haverá a liberação de oocistos pelas fezes destes 

animais. Após a liberação, estes oocistos são imaturos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). 

Em condições ambientais favoráveis haverá a esporulação dos oocistos com o surgimento de 

dois esporocistos no interior, com quatro esporozoítos cada, tornando-se infectantes 

(DUBEY, 2004).  

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

sexuada (Figura 1). Os felídeos dos gêneros Felis e Lynx são os hospedeiros definitivos 
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porque apresentam a fase coccidiana do ciclo, na qual ocorre uma etapa assexuada 

(merogonia) e outra sexuada (gamogonia). Já os outros animais, como demais os mamíferos e 

aves, possuem apenas o ciclo assexuado do parasito e são considerados hospedeiros 

intermediários de T. gondii (DUBEY et al., 1998; DUBEY, 2004; ESCH; PETERSEN, 2013). 

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

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

células epiteliais do intestino delgado desses animais (DUBEY, 2004; HUNTER; SIBLEY, 

2012).  

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

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

digerida por enzimas proteolíticas no estômago desses animais, promovendo a liberação de 

bradizoítas que penetram nas células do estômago e do intestino. Nas células epiteliais do 

intestino, há o início da etapa assexuada do ciclo, na qual os parasitos começam a se 

multiplicar pelo processo de endodiogenia (merogonia). Há então a formação de merozoítos 

no interior do vacúolo parasitóforo, conjunto que recebe o nome de esquizonte maduro 

(DUBEY et al., 1998; DUBEY, 2004; ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012). 

A etapa sexuada do ciclo coccidiano se inicia quando ocorre o rompimento da célula 

infectada, com consequente liberação dos merozoítos. Estes penetram em outras células 

epiteliais e se modificam em formas sexuadas masculinas e femininas, que após a maturação 

formam os gametas femininos imóveis (macrogametas) e masculinos móveis (microgametas). 

Os microgametas saem das células e fecundam o macrogameta, presente em outras células. 

Depois da fertilização há formação de uma parede externa envolta do zigoto, dando origem ao 

oocisto imaturo que é liberado para o meio junto com as fezes dos felídeos (DUBEY, 2004; 

ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012). 
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A maturação do oocisto ocorre no meio externo, em um período de 1 a 5 dias após a 

eliminação. Essa maturação ocorre pelo processo denominado esporogonia, que dá origem a 

esporozoítos no interior dos oocistos, tornando-os infectantes aos hospedeiros (HUNTER; 

SIBLEY, 2012). 

Hospedeiros intermediários, como a espécie humana, podem adquirir a infecção por 

diferentes maneiras. Por meio da ingestão de oocistos, presentes no solo e que podem 

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

cozidas; ou pelo contato com taquizoítas em transfusões de sangue, transplantes de órgãos 

contaminados, acidentes laboratoriais e infecções transplacentárias (MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004; JONES; DUBEY, 2012; ESCH; PETERSEN, 2013). 

Uma vez que o hospedeiro intermediário se infecta com uma das formas de T. gondii, 

o parasito sofre intensa multiplicação e penetra em vários tipos celulares do organismo 

hospedeiro, local onde o parasito forma o vacúolo parasitóforo e se multiplica por 

endodiogenia formando novos taquizoítas. Estes rompem as células parasitadas e infectam 

outras células. Essa fase proliferativa de taquizoítas é caracteriza a fase aguda da 

toxoplasmose. Com a ativação de mecanismos imunológicos do hospedeiro, ocorre 

diminuição da quantidade de parasitos circulantes no organismo e, alguns taquizoítas, 

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

Se não houver alterações no sistema imunológico, essa fase pode se estender por toda a vida 

do hospedeiro (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; DUBEY et al., 2012).    
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Figura 1: Ciclo Biológico de Toxoplasma gondii (Retirado e adaptado de ROBERT-
GANGNEUX; DARDÉ, 2012). 
 

1.3 Cepas de Toxoplasma gondii 

As cepas de T. gondii são classificadas em dois principais tipos, as chamadas cepas 

dominantes cujos genótipos já foram identificados e, as cepas consideradas exóticas ou 

atípicas, cujos genótipos diferem das cepas dominantes (VILLENA et al., 2004; KHAN et al., 

2011; SU et al., 2012). 

A estrutura clonal das cepas dominantes é composta por um baixo nível de diferenças 

genéticas, sendo essa diferença de 1 a 2% na sequência de DNA (ROBERT-GANGNEUX; 

DARDÉ, 2012). Existem três linhagens clonais dominantes de T. gondii, as chamadas cepas 

dos tipos I, II e III (SAEIJ et al., 2005). A patogenia dessas cepas foi determinada em 

camundongos sendo que as cepas de tipo I (RH, CAST e VEL) são consideradas de alta 

virulência, pois causam infecções letais nesses animais. As cepas de tipo II (ME49, PDS e 
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PLK) são consideradas de moderada virulência e as cepas do tipo III (CEP e VEG) são ditas 

de baixa virulência, já que a infecção causada por este tipo clonal é controlada pelo sistema 

imunológico dos camundongos e a infecção tende a cronificar (BOOTHROYD; GRIGG, 

2002; SAEIJ et al., 2005; STUTZ et al., 2012).  

Estudos demonstram que as diferenças nas manifestações clínicas da infecção por T. 

gondii provavelmente estejam associadas ao tipo de cepa do parasito (ROBERT-

GANGNEUX; DARDÉ, 2012). Em humanos, as cepas do tipo I estão associadas às 

manifestações clínicas graves da toxoplasmose, incluindo manifestações oculares atípicas 

(SAEIJ et al., 2005). Já as cepas do tipo II são mais comuns nos casos de toxoplasmose 

congênita e em pacientes infectados com o vírus da imunodeficiência adquirida (HIV) 

(SIBLEY et al., 2009). Além disso, estudos demonstram que as diferenças na virulência entre 

as cepas de T. gondii estão associadas com fatores de virulência que cada cepa possui e com a 

capacidade desses fatores de virulência em interferir, de diferentes formas, nas vias de 

sinalização intracelulares da célula hospedeira (DUBREMETZ; LEBRUN, 2012; HUNTER; 

SIBLEY, 2012). 

Além das três linhagens clonais de cepas consideradas dominantes, há uma grande 

variedade de cepas que não pertencem a essas linhagens clonais do parasito, são as chamadas 

cepas recombinantes. Essas linhagens são resultado de recombinação genética e representam 

uma mistura dos três genótipos já identificados como sendo as cepas dominantes de T. gondii 

(KHAN et al., 2011; SU et al., 2012). Essas cepas são encontradas principalmente na África e 

América do Sul devido à diversidade de hospedeiros intermediários e definitivos de T. gondii 

nesses locais (PETERSEN, 2007; AJZEMBERG et al., 2009). Estudos demonstram casos de 

toxoplasmose ocular e congênita na América do Sul estão relacionados com cepas 

recombinantes (PETERSEN, 2007; AJZEMBERG et al., 2009).   
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1.4 Resposta imune a T. gondii 

A infecção por T. gondii desencadeia no hospedeiro resposta dos sistemas 

imunológicos inato e adaptativo. Como o parasito é intracelular obrigatório, o principal 

mecanismo de defesa contra o patógeno é mediado pela resposta imune celular. (FILISETTI; 

CANDOLFI, 2004; MAUBON et al., 2008).  

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

de defesa contra o parasito nos estágios iniciais da infecção. Após a infecção de células 

hospedeiras por T. gondii, há aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias como 

interleucina-12 (IL-12) e interferon-γ (IFN-γ) por essas células do sistema imune inato 

(MILLER et al., 2009). Estudos evidenciam que os receptores do tipo toll like receptors 

(TLRs) são importantes durante a reposta imune inata, já que a interação do parasito com 

esses receptores presentes em células dendríticas, macrófagos e células natural killer (NK) 

desencadeiam aumento na produção de IL-12 e IFN-γ (MILLER et al., 2009; 

YAROVISNKY, 2011; SANECKA; FRICKEL, 2012). A produção dessas citocinas pró-

inflamatórias está associada com a ativação da resposta imune adaptativa mediada pelos 

linfócitos T CD4+ e CD8+, que atuam produzindo e secretando diversos mediadores 

inflamatórios, como óxido nítrico, e induzindo aumento ainda maior nos níveis de IL-12 e 

IFN-γ (MILLER et al., 2009; MELO et al., 2011). 

O controle de T. gondii depende da ação de IL-12, que atua induzindo as células tanto 

da imunidade inata quanto da adaptativa a produzirem e liberarem IFN-γ, que é o maior 

mediador da resistência contra o parasito, promovendo vários mecanismos intracelulares para 

inibir a multiplicação do parasito (MELO et al., 2011; DUPONT et al., 2012). A ligação de 

IFN-γ, com seu receptor, induz a fosforilação do transdutor de sinais e ativador de 

transcrição-1 (STAT1), que induz a expressão de vários genes envolvidos com a indução da 

eliminação de T. gondii (MELO et al., 2011). Além disso, IFN-γ está associado com a 
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indução da conversão de taquizoítas em bradizoítas, induzindo a cronificação da infecção e, 

também está associado com a prevenção da ruptura dos cistos teciduais impedindo a 

reagudização da infecção (MILLER et al., 2011). 

Outra citocina importante envolvida na eliminação de T. gondii é o fator de necrose 

tumoral–α (TNF-α), que está associado com a indução de apoptose das células infectadas pelo 

parasito além de aumentar a capacidade microbicida de macrófagos e induzir células NK a 

produzirem níveis maiores de IFN-γ (FILISETTI; CANDOLFI, 2004; KÖRNER et al., 2010). 

As células efetoras TCD8+ envolvidas na resistência do hospedeiro ao parasito 

exercem suas funções pela atividade citotóxica e secreção de citocinas pró-inflamatórias que 

regulam a resposta imune.  Os linfócitos TCD8+ são essenciais na resistência durante a fase 

ativa da infecção e desempenham a principal função efetora contra T. gondii, uma vez que 

exercem atividade citotóxica induzindo a apoptose direta contra taquizoítas ou células 

infectadas pelo parasito (FILISETTI; CANDOLFI, 2004; MELO et al., 2011). 

Dessa forma, o combate à infecção por T. gondii é mediada pela secreção de citocinas 

e fatores pró-inflamatórios produzidos por células do sistema imune inato e adaptativo no 

sentido de conter a proliferação do parasito e induzir a eliminação do mesmo. No entanto, T. 

gondii é capaz de induzir mudanças na transcrição gênica do hospedeiro como forma de 

evasão da resposta imune desencadeada contra o parasito. Assim, o sucesso da infecção ou do 

combate ao parasito está associado com o balanço entre a resposta imune do hospedeiro e os 

mecanismos de evasão utilizados pelas diferentes cepas de T. gondii (MILLER et al., 2009; 

MELO et al., 2011). 

 

1.5 Toxoplasmose 

A toxoplasmose é a zoonose causada pelo protozoário T. gondii. Essa protozoose, ao 

contrário de outras doenças causadas por parasitos, não é restrita as regiões tropicais e 
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subtropicais. Os altos índices de infecção pelo parasito fazem com que a doença seja uma 

ameaça à saúde humana e animal (SILVA; LANGONI, 2009; JONES; DUBEY, 2012).   

A toxoplasmose possui ampla distribuição geográfica e estima-se que 

aproximadamente 25 – 30% da população mundial apresenta-se infectada por T. gondii 

(ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012). No Brasil, pesquisas sorológicas revelam que a 

prevalência da infecção por T. gondii é de 56% (DUBEY et al., 2012). Em algumas áreas 

brasileiras a prevalência da toxoplasmose chega a 84% (ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 

2012).  

 A prevalência de pessoas infectadas com a doença relaciona-se com diversos fatores 

que variam de uma região para região (JONES; DUBEY, 2012). Na França, por exemplo, a 

prevalência de T. gondii é alta, cerca de 80% da população e, provavelmente, relaciona-se 

com o hábito da ingestão de carne mal cozida pelos franceses (ROBERT-GANGNEUX; 

DARDÉ, 2012). Nos países tropicais a prevalência da infecção também é alta, já que o clima 

nesses lugares favorece a esporulação e a sobrevivência de oocistos no meio ambiente 

(JONES; DUBEY, 2012; ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012). 

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

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

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

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

(RORMAN et al., 2006; ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012). 

 Em indivíduos imunocompetentes, geralmente a toxoplasmose cursa de forma 

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

imunocomprometidos e quando há transmissão congênita da doença (DUBEY et al., 2012). 
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1.6 Infecção por T. gondii durante a gestação: Toxoplasmose Congênita 

A transmissão congênita da toxoplasmose ocorre quando a mulher adquire a infecção 

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

ao feto infectado (ROBBINS et al., 2011). 

Durante a gestação, há diversas alterações no organismo materno que contribuem para 

o sucesso gestacional (YAP et al., 2006). Uma dessas alterações relaciona-se ao aumento de 

hormônios, principalmente progesterona e estrógeno. Além disso, no curso da gestação 

ocorrem alterações no balanço do perfil de citocinas Th1/Th2 (CHEN et al., 2012). Dessa 

forma, durante o processo gestacional, com exceção da fase de implantação e parto, o perfil 

de resposta imune na placenta é do tipo 2, caracterizado pela expressão de citocinas 

regulatórias e/ou anti-inflamatórias como IL-4, IL-5 e IL-10 (LUPPI, 2003; AGRAWAL; 

HIRSCH, 2012; CHEN et al., 2012). Uma das citocinas de tipo 2 mais importante nesses 

processos é a IL-10, trabalhos mostram que camundongos deficientes em IL-10 são altamente 

susceptíveis à infecção, são incapazes de controlá-la e apresentam processo inflamatório 

intenso no intestino e fígado, provavelmente pela produção sem controle de IL-12, IFN-γ e 

fator de necrose tumoral α (TNF-α) (YAP et al., 2006).  

Outra citocina importante na infecção por T. gondii durante a gestação é o fator de 

inibição de migração de macrófagos (MIF), em estudo recente do nosso grupo foi possível 

observar que no primeiro trimestre de gestação, MIF está associado ao controle da infecção 

enquanto no terceiro trimestre essa citocina está associada com a maior susceptibilidade à 

infecção nesse período gestacional (GOMES et al., 2011). 

  Essas alterações são necessárias para que haja tolerância materna aos aloantígenos 

paternos. No entanto, a polarização da resposta imune durante a gestação para um perfil anti-

inflamatório favorece a transmissão placentária de T. gondii, já que a resposta imune 

requerida para o combate do parasito é do tipo pró-inflamatório (MILLER et al., 2009).  
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Na transmissão congênita da toxoplasmose, o parasito que se encontra na forma 

taquizoíta, ganha a circulação fetal após haver a infecção da placenta (BOJAR; 

SZYMANSKA, 2010). Após entrar em contato com o parasito, o feto pode apresentar 

manifestações clínicas com gravidade diferente dependendo da virulência da cepa de T. 

gondii, da capacidade de resposta imune materna durante a parasitemia e do período 

gestacional (RORMAN et al., 2006; ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012). 

 Mulheres infectadas cronicamente, quando imunossuprimidas, também podem 

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

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

fetal (MONTOYA; REMINGTON, 2008).  

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

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

trimestres da gestação, a chance de ocorrer transmissão da doença para o feto é de 20-33% 

(CARLIER et al., 2011). Enquanto que, no terceiro trimestre gestacional a infecção fetal 

ocorre com maior frequência, em cerca de 60-90% dos casos (MONTOYA; LIESENFELD, 

2004; LINDSEY; DUBEY, 2011). Entretanto, os danos causados aos fetos em consequência 

da infecção, são mais graves quando a transmissão se dá no primeiro e segundo trimestres da 

gestação e mais amenos quando a infecção fetal ocorre no terceiro trimestre gestacional 

(LINDSEY; DUBEY, 2011). 

 A infecção materna aguda também pode ocasionar a morte ao feto (ROBERT-

GANGNEUX; DARDÉ, 2012). Além disso, alguns fetos podem apresentar sinais clínicos da 

toxoplasmose antes do nascimento como calcificações intracraniais, dilatação ventricular e 

aumento hepático. Já as manifestações clínicas em neonatos podem variar e incluem: 

hidrocefalia, microcefalia, coriorretinite, estrabismo, cegueira, retardo psicomotor e mental, 

trombocitopenia e anemia (ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012; LINDSAY; DUBEY, 
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2011). A tríade clássica da toxoplasmose consiste em coriorretinite, calcificação intracranial e 

hidrocefalia e é observada em menos de 10% dos casos de infecção congênita (RORMAN et 

al., 2006).  

 Chama a atenção o fato de que, na maioria dos casos (70 – 90%), os recém-nascidos 

são assintomáticos para a doença e podem desenvolver lesões na segunda ou terceira décadas 

de vida, sendo que 80% das crianças que nascem com toxoplasmose congênita desenvolvem 

problemas de aprendizagem ou visuais na vida adulta (RORMAN et al., 2006; MONTOYA; 

REMINGTON, 2008).  

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

alimentares, higiênicos e sócio-culturais das mulheres. No mundo, a infecção por T. gondii já 

é considerada o segundo tipo de infecção intrauterina mais frequente (BOJAR; 

SZYMANSKA, 2010). No Brasil, estima-se que um bebê e cada três mil nascimentos esteja 

infectado por T. gondii (ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012). 

 A prevalência de mulheres, em idade gestacional, soro positivas para T. gondii é de 

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

em países africanos (RORMAN et al., 2006; ELSHEIKHA, 2008). No Brasil essa prevalência 

é de 33-92% e é considerada uma das mais altas do mundo (DUBEY et al, 2012). 

 

1.7 Apoptose 

Apoptose é um processo de morte celular programada, que ocorre tanto em tecidos adultos 

como em desenvolvimento (SINAI et al., 2004; STRASSER et al., 2011). Esse processo é 

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

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

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

organismos multicelulares, além de ser um importante mecanismo da imunidade inata e 
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adaptativa contra patógenos. Além disso, a apoptose é essencial para a seleção do repertório 

linfocitário, garantindo a deleção de linfócitos T e B autoreativos (STRASSER et al., 2011; 

RODRIGUES et al., 2012). 

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

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

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

de corpos apoptóticos (STRASSER et al., 2011). 

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

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

chamado de necrose celular e que aciona uma resposta imune potentemente danosa (SINAI et 

al., 2004). Em contraste, células que sofrem apoptose morrem sem que haja danos às células 

vizinhas, pois não há ruptura da membrana plasmática e durante o processo há alterações na 

membrana da célula promovendo o recrutamento de células fagocíticas que removem os 

corpos apoptóticos sem que haja resposta inflamatória (STRASSER et al., 2011; HAPPO et 

al., 2012). 

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

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

apoptose (RUPINDER et al., 2007). As caspases situam-se no citoplasma e são produzidas 

como pró-enzimas, ou seja, na forma inativa e são ativadas após clivagem proteolítica 

(ARNOULT, 2006; FAVALORO et al., 2012). As caspases são classificadas em dois grupos: 

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

função de iniciar o processo apoptótico pela clivagem e ativação de outras caspases, que 

desempenham papel de efetoras ou executoras, clivando diversos substratos e levando às 

alterações celulares características da apoptose (FAVALORO et al., 2012; HAPPO et al., 

2012). 
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 Nos vertebrados, a apoptose ocorre, principalmente, por duas vias: extrínseca e 

intrínseca (Figura 2). A via extrínseca é iniciada pela interação de receptores de membrana 

(conhecidos como receptores de morte) com seus ligantes específicos. Os receptores de morte 

são aqueles que fazem parte da família dos receptores do Fator de Necrose Tumoral, como 

TNFR e Fas (CD95) (DICKENS et al., 2012). Quando há ligação do receptor ao seu ligante, 

presente na membrana celular, há formação de um complexo sinalizador de indução de morte 

(DISC). O DISC incorpora moléculas adaptadoras como FADD (domínio de morte associado 

ao Fas) que se ligam à pró-caspase iniciadora 8. As caspases iniciadoras clivam e ativam as 

caspases efetoras dando início ao processo de morte celular (ELMORE, 2007; DICKENS et 

al., 2012).    

 A via intrínseca (Figura 2), também conhecida como via mitocondrial, é ativada 

resultando na permeabilização da membrana externa da mitocôndria e promovendo a 

liberação de proteínas do espaço intermembranoso da mitocôndria. Diversas dessas proteínas 

iniciam ou regulam a ativação das caspases, a principal delas é o citocromo c (OW et al., 

2008; FAVALORO et al., 2012). No citoplasma, o citocromo c se liga ao fator ativador de 

protease apoptótica - 1 (Apaf-1). O Apaf-1 é um monômero que quando ligado ao citocromo 

c, na presença de ATP, sofre mudanças conformacionais, formando um heptâmero. Há, então, 

a exposição de domínios de recrutamento de caspase ativada (CARD), permitindo a ligação 

da pró-caspase 9, formando o apoptossomo. Este consiste de uma plataforma que promove a 

ativação da caspase 9 que, posteriormente, ativa as caspases executoras (OW et al., 2008; 

FAVALORO et al., 2012). 

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

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

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

externa da mitocôndria. Essas proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 neutralizam as pró-apoptóticas 
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que também pertencem à família Bcl-2 (Bax, Bak, Bad e Bid) e são responsáveis pela 

liberação do citocromo c. Alguns estímulos externos como radiação ultravioleta e aumento da 

proteína supressora de tumor p53, podem ativar as proteínas pró-apoptóticas, levando ao 

aumento na permeabilidade da membrana externa da mitocôndria (HAPPO et al., 2012; 

HARDWICK et al., 2012). Além disso, a proteína Bid também pode ser ativada pela caspase 

8, promovendo a interação entre as duas vias apoptóticas (HARDWICK et al., 2012). 

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

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

expressão dessas proteínas é regulada em nível de transcrição gênica pelo fator de transcrição 

nuclear kappa B (NF-κB) (GYRD-HANSEN; MEIER, 2010; LI et al., 2012). 

 Há ainda outras vias que promovem a ativação das caspases efetoras (Figura 2). Por 

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

proteína Bid ou caspase 3, fazendo com que a célula morra por apoptose (HIEBERT; 

GRANVILLE, 2012). 

Proteínas
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Via Intrínseca

FasL/TNF-αααα
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Caspase 8
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Figura 2: Principais vias de indução de apoptose. (Retirado e adaptado de TAYLOR et al., 
2008). 



28 

 

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

que vão culminar nas alterações morfológicas características do processo. A primeira delas é a 

proteólise das proteínas que atuam na adesão intercelular, causando a retração da célula, em 

seguida há a proteólise dos elementos do citoesqueleto da célula, como microtúbulos, tubulina 

e citoqueratina. As caspases efetoras também atuam promovendo a fragmentação do 

complexo de Golgi, do retículo endoplasmático e lâmina nuclear, que dá início a 

fragmentação do núcleo da célula. Além disso, as caspases efetoras clivam ICAD (inibidor de 

DNAse ativada por caspase), formando CAD (DNAse ativada por caspase) que, por sua vez, 

atua catalisando a clivagem do DNA, um dos eventos finais da apoptose. Todas essas 

alterações levam a formação dos “blebs” e, em seguida, dos corpos apoptóticos (TAYLOR et 

al., 2008; STRASSER et al., 2011). Durante o processo de apoptose há a exposição, na 

membrana plasmática, do fosfolipídio fosfatidilserina (PS). PS fica confinada na região 

interna da membrana plasmática, mas é translocada para a região externa após os estímulos 

pró-apoptóticos, induzindo a fagocitose dos corpos apoptóticos (TAYLOR et al., 2008). 

 

1.7.1 Apoptose em células trofoblásticas 

As células trofoblásticas apresentam intensa capacidade de diferenciação e 

proliferação, o trofoblasto apresenta diversas funções durante a gestação, como: adesão, 

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

hormonal, fagocitose de elementos sanguíneos maternos e formação da parte fetal da placenta 

(ENTRICAN, 2000).  

A apoptose é crucial para o desenvolvimento e homeostase de tecidos humanos, 

incluindo a placenta (CROCKER et al., 2003; FUJITA et al., 2011). O processo apoptótico 

está presente nas células trofoblásticas e tem como objetivo a renovação dessas células e 

indução da tolerância aos antígenos fetais durante a gestação (RANGO, 2008). Esse processo 
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é regulado ao longo do desenvolvimento placentário, sendo que, no terceiro trimestre 

gestacional a incidência de apoptose é maior do que no primeiro (LEVY; NELSON, 2000; 

SHARP et al., 2010). Além disso, a apoptose nas células trofoblásticas está associada à 

proteção imunológica. Fas ligante (FasL) induz apoptose em células T que expressam receptor 

em suas membranas conhecido como Fas ou CD95 (VELJKOVIC-VUJSKLIJA et al., 2012). 

O sistema Fas-FasL, que atua na regulação das funções imunes induzindo morte celular 

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

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

ginecológicos (SHARP et al., 2010). A interação Fas-FasL contribui para que a placenta seja 

uma região imunologicamente privilegiada (LEVY; NELSON, 2000; VELJKOVIC; 

VUJSKLIJA et al., 2012). 

Estudos demonstraram que citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ e TNF-α, 

aumentam a expressão de Fas/FasL nas células trofoblásticas. Enquanto, citocinas anti-

inflamatórias como interleucina-10 (IL-10) e interleucina-6 (IL-6) diminuem a expressão de 

Fas/FasL e ativam proteínas que inibem a apoptose (ASCHKENAZI et al., 2002).  As células 

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

proteínas inibidoras de apoptose (IAP) (HUPPERTZ et al., 2006; LI et al., 2012).  

O controle dos processos apoptóticos nas células trofoblásticas é extremamente 

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

desenvolvimento embrionário normal é importante como forma de deleção de diversas 

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

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

placenta, está associada aos abortos e complicações durante a gestação (LI et al., 2012). 
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1.7.2 Apoptose e infecção por Toxoplasma gondii 

Toxoplasma gondii altera o programa apoptótico da célula hospedeira, promovendo ou 

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

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

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

do hospedeiro. Com o aumento na expressão de Fas/FasL, leucócitos são induzidos a entrar 

em apoptose. A apoptose exagerada dos leucócitos resulta em inabilidade do sistema imune 

do hospedeiro em controlar a infecção, causando intenso processo inflamatório que pode levar 

a um quadro fatal de toxoplasmose (LANG et al., 2007; LÜDER; GROSS, 2005). Estudos 

recentes demonstraram que proteínas dos grânulos densos de T. gondii são capazes de induzir 

apoptose em monócitos, e essa indução é dependente da via de sinalização do fator de 

crescimento-β (TGF-β) (D´ANGELILLO et al., 2011). 

Entretanto, o sucesso da infecção por T. gondii depende da capacidade do parasito de 

se evadir dos mecanismos de imunidade do hospedeiro e por ser um parasito intracelular 

obrigatório, T. gondii é bem adaptado para a sobrevivência no meio intracelular (SANTOS et 

al., 2010). Essa adaptação está associada com a capacidade que o parasito desenvolveu de 

diminuir a morte celular do hospedeiro (LÜDER et al., 2009). A resistência a apoptose 

mediada pelo parasito já foi observada mesmo após o tratamento com diversos indutores de 

apoptose, incluindo citotoxicidade mediada por linfócitos, radiação, adição de fatores de 

crescimento, tratamento com TNF-α e outros agentes tóxicos (SINAI et al., 2004; LÜDER; 

GROSS, 2005). T. gondii também é capaz de diminuir a apoptose em cultura de células 

primárias após a adição de fatores de crescimento (LÜDER; GROSS, 2005). Além disso, 

nosso grupo demonstrou que a interferência de T. gondii na incidência de apoptose da célula 

hospedeira está relacionada ao tipo de cepa do parasito. Células trofoblásticas BeWo 
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infectadas com cepa altamente virulenta (RH) apresentam índices de apoptose menores do 

que a moderadamente virulenta (ME49), (ANGELONI et al., 2009). 

Evidências experimentais sugerem que o parasito inibe a apoptose das células 

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

hospedeiras é restrita às com parasitos intracelulares, mecanismos indiretos protegem tanto 

células infectadas quanto não infectadas da apoptose, por produtos secretados por T. gondii 

(LÜDER; GROSS, 2005; LABBÉ; SALEH, 2008). 

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

dependente da ativação do fator de transcrição nuclear-κB (NF-κB). Essa ativação resulta em 

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

kappa Kinase (IκK) do hospedeiro quanto da atividade da enzima do parasito (TgIκK). Essas 

enzimas atuam fosforilando o inibidor de NF-κB (IκBα), após essa fosforilação há 

translocação do NF-κB, que situa-se no citoplasma quando inativo, para o núcleo da célula 

(KIM et al., 2006; RODRIGUES et al., 2012).  

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

apoptose. Essa inibição ocorre através da ligação de fatores de crescimento ao receptor PI3K, 

ativando-o. Há então a fosforilação de fosfatidil-inositol bifosfatado (PIP2), formando PIP3, 

que recruta a proteína kinase B PKB/AKT e kinase 1 dependente de fosfoinositol (PDK1) 

para a membrana celular. PDK1 ativa PKB/AKT (CARMEN; SINAI, 2007). Em condições 

normais, essa via promove a fosforilação de membros da família Bcl-2 como Bad, Bax e Bim, 

induzindo sua degradação citoplasmática e conferindo sinais de sobrevivência para a célula 

(RODRIGUES et al., 2012). Estudos recentes demonstraram que nos estágios iniciais da 

infecção por T. gondii, as células infectadas apresentam altos níveis de AKT/PKB, sugerindo 

que, no início da infecção, a ativação de PI3K é responsável pela prevenção da apoptose 

(KIM; DENKERS, 2006; QUAN et al., 2013).  
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O parasito também inibe apoptose da célula hospedeira interferindo na liberação do 

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

CARRUTHERS, 2008; PENG et al., 2011). Estudos demonstraram que o parasito é capaz de 

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

apoptóticas (LÜDER et al., 2009; RODRIGUES et al., 2012).  Outros eventos também estão 

associados ao bloqueio da apoptose, como a diminuição da ativação da proteína kinase c-Jun 

amino-terminal (JNK) que ativa a proteína kinase ativada por mitógenos (MAPK) responsável 

pela transmissão de estímulos apoptogênicos até a mitocôndria, levando a liberação do 

citocromo c (CARMEN et al., 2008). Além disso, Hwang e colaboradores (2010) 

demonstraram que o parasito é capaz de inibir a apoptose das células hospedeiras promovendo 

aumento na expressão de proteínas da família Bcl-2 e de choque térmico HSP70, essas atuam 

bloqueando a apoptose das células infectadas. 

Estudos recentes demonstraram que T. gondii também é capaz de inibir a apoptose de 

células hospedeiras interferindo em vias de indução de apoptose independentes de caspases.  

Yamada e colaboradores (2011) verificaram que o parasito atua bloqueando a via da granzima 

B, inibindo a ação enzimática dessa granzima e, consequentemente, inibe a apoptose de 

células hospedeiras. 

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

a sobrevivência no interior da célula hospedeira (RODRIGUES et al., 2012). No entanto, a 

desregulação do processo apoptótico de algumas populações celulares, durante a infecção por 

T. gondii, pode resultar em processo infeccioso acentuado e até na morte do hospedeiro 

(LANG et al., 2007). 
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1.8 Células de Coriocarcinoma Humano (Linhagem BeWo) 

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

1968 por Pattillo e Gey (PATTILLO et al., 1979). Essas células formam monocamadas que 

não se diferenciam em sinciciotrofoblasto, oferecendo uma alternativa no sistema de cultura 

para os mais variados estudos in vitro (CHURCH; APLIN, 1998). 

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

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

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

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

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

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

e marcadores bioquímicos comuns ao trofoblasto normal (VAN DER ENDE et al., 1990). 

Apesar de se encontrarem em cultura há mais de 40 anos, essa linhagem celular mantém a 

habilidade de secretar grandes quantidades de gonadotrofina coriônica humana (HCG) e 

hormônio lactogênio placentário, substâncias secretadas pela placenta humana (PATTILLO et 

al., 1979). Além disso, células BeWo, como as outras células trofoblásticas, expressam 

funcionalmente Fas/FasL, o que provavelmente contribui com mecanismos de evasão de 

ações do sistema imune pela da regulação negativa do receptor Fas, matando linfócitos por 

meio da expressão do FasL (CHEN et al., 2011). 

Trabalhos do nosso grupo com essa linhagem celular demonstraram que as células 

BeWo são susceptíveis à infecção por T. gondii, mesmo após a administração exógena de 

IFN-γ (Oliveira et al., 2006). Além disso, quando há bloqueio de IL-10 ou de TGF-β, células 

BeWo são capazes de controlar a infecção por T. gondii, apenas na presença de IFN-γ, 

demonstrando que a susceptibilidade dessas células ao parasito ocorre devido à mecanismos 

imunomoduladores dependente da ação coordenada de citocinas (Barbosa et al., 2008). 
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Dessa forma, esta linhagem celular trofoblástica é considerada um modelo apropriado 

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

mecanismos moleculares normais e patológicos envolvidos na interface materno-fetal. 
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2. Justificativa 

O controle dos processos apoptóticos nas células trofoblásticas é extremamente 

importante e garante o sucesso da gestação. Estudos demonstraram que o excesso de apoptose 

de células trofoblásticas associa-se a inúmeras complicações gestacionais como abortos, pré-

eclampsia e restrição de crescimento intrauterino. Dados obtidos pelo nosso grupo demostram 

que T. gondii é capaz de alterar o programa apoptótico da células trofoblásticas, promovendo 

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

mesmo aos sinais pró e anti–apoptóticos da célula hospedeira. T. gondii desenvolveu diversas 

estratégias para modular a apoptose da célula hospedeira, interferindo na cascata de ativação 

das caspases e no aumento da expressão, induzida pelo parasito, de moléculas anti- ou pró-

apoptóticas das células infectadas. A inibição ou indução da apoptose na célula hospedeira 

estão relacionadas com o tipo de cepa e os fatores de virulência dessas cepas de T. gondii. 

Assim, a execução do presente trabalho adicionou dados para um melhor entendimento do 

papel modulador das diferentes cepas de T. gondii nas vias de apoptose de células 

trofoblásticas (linhagem BeWo), uma vez que as alterações dos processos apoptóticos no 

ambiente placentário, durante a infecção por T. gondii, podem resultar em processo infeccioso 

acentuado, bem como induzir a morte fetal. 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

3. Objetivos 

3.1 Objetivo Geral 

Analisar incidência de apoptose em células trofoblásticas BeWo infectadas com as 

cepas RH ou ME49 de T. gondii e submetidas ao tratamento com citocinas pró ou anti-

inflamatórias. Também serão analisadas proteínas envolvidas nas cascatas de sinalização 

intracelular e responsáveis pelo controle dos processos de morte celular.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

• Dosar as citocinas MIF, TNF-α, IL-12, IL-6, IL-17, IL-10 e TGF-β1 em sobrenadantes 

de culturas de células trofoblásticas BeWo, infectadas com as cepas RH ou ME49 de 

T. gondii. 

• Analisar a incidência de apoptose em células trofoblásticas BeWo infectadas com a 

cepa RH ou ME49 de T. gondii e tratadas com as citocinas MIF, INF-γ, TNF-α, IL-6, 

IL-10 e TGF-β1. 

• Analisar a expressão do receptor de morte Fas/CD95 em células trofoblásticas BeWo 

infectadas com a cepa RH ou ME49 de T. gondii e tratadas com as citocinas MIF, 

INF-γ, TNF-α, IL-6, IL-10 e TGF-β1. 

• Verificar a existência de associação entre a incidência de apoptose e a expressão do 

receptor de morte Fas/CD95 em células trofoblásticas BeWo infectadas com a cepa 

RH ou ME49 de T. gondii e tratadas com as citocinas MIF, INF-γ, TNF-α, IL-6, IL-10 

e TGF-β1. 

• Detectar a proteína kinase regulada por sinal extracelular (ERK1/2) e proteína a da 

família das IAPs (proteínas inibidoras de apoptose) survivina, em células 

trofoblásticas BeWo infectadas com as cepas RH ou ME49 de T. gondii. 
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4. Materiais e Métodos 

4.1 Cultura de células trofoblásticas BeWo  

Células de coriocarcinoma humano (linhagem BeWo) foram adquiridas do American 

Type Culture Collection (ATCC, USA) e mantidas em cultura no Laboratório de 

Imunofisiologia da Reprodução da Universidade Federal de Uberlândia. 

As células foram cultivadas separadamente em frascos de cultura de 25cm2 ou 75cm2 

contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Cultilab, Campinas, SP, 

Brasil) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab), 10.000U/ml de 

penicilina e 10mg/ml de estreptomicina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) em estufa 

umidificada a 37ºC e 5% de CO2. 

O repique das células foi realizado a cada dois dias. Inicialmente as células foram 

lavadas com meio sem soro e em seguida incubadas com solução de tripsina mais 0,25% de 

ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Sigma) durante 5 minutos a 37ºC e 5% de CO2. 

Após este procedimento, as células foram lavadas e retiradas dos frascos de cultura com uso 

de meio a 10% de soro, transferidas para tubos de 15ml e centrifugadas a 1500rpm por 5 

minutos a temperatura ambiente. Após descarte do sobrenadante, as células foram 

homogeneizadas em 1ml de meio com soro e distribuídas em frascos novos de cultura. O 

excedente foi congelado em meio de congelamento: 90% de SBF e 10% de dimetilsulfóxido 

(DMSO) (Sigma). 

 

4.2 Manutenção da cepa RH de Toxoplasma gondii 

 4.2.1 Manutenção in vivo 

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

Laboratório de Experimentação Animal (LEA) da Universidade Federal de Uberlândia. 
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Parasitos da cepa RH de T. gondii foram mantidos por meio de inoculação 

intraperitoneal em camundongos Swiss, através de passagens seriadas a intervalos de 48-72 

horas de um inóculo de aproximadamente 106 taquizoítas obtidos do exsudato peritoneal de 

camundongos previamente infectados (MINEO et al., 1980).   

 

4.2.2 Manutenção in vitro 

Os exsudatos peritoneais foram obtidos por meio de lavagem da cavidade abdominal 

com solução salina tamponada com fosfato a 0,01 M (PBS, pH 7,2) estéril e, em seguida, as 

suspensões parasitárias foram submetidas a uma centrifugação (1500rpm, 5 minutos) para 

remoção dos debris celulares. Em seguida, o “pellet” foi ressuspenso em 0,5ml de meio 

RPMI-1640 e adicionado em frascos contendo células BeWo, com a finalidade de manter in 

vitro células infectadas por T. gondii.  

A medida que a maioria das células infectadas em cultura encontrava-se lisada pelos 

parasitos, o meio do frasco contendo taquizoítas livres foi passado para um tubo de 15ml, 

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

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

infectadas. 

 

4.3 Manutenção da cepa ME49 de T. gondii  

Taquizoítas de T. gondii da cepa ME49 foram mantidos em cultura de fibroblasto 

humano – HFF (cedidos pelo laboratório de Medicina Tropical e Infectologia, da 

Universidade Federal do Triângulo Mineiro, Uberaba/MG). 

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

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

minuto em temperatura ambiente. O sobrenadante contendo apenas taquizoítas ressuspenso 
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em 0,5ml e distribuído em frascos contendo células da linhagem BeWo para manutenção da 

cepa nessa linhagem celular. 

A medida que a maioria das células infectadas em cultura encontrava-se lisada pelos 

parasitos, o meio do frasco contendo taquizoítas livres foi passado para um tubo de 15ml, 

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

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

infectadas. 

 

4.4 Dosagem de citocinas em sobrenadantes de células BeWo infectadas com as cepas 

RH ou ME49 de T. gondii 

 Células BeWo foram plaqueadas em placas de cultura de 96 poços (1×106 

células/200µl) e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2. Após 24 horas, as células foram 

infectadas com as cepas RH ou ME49 de T. gondii na proporção de 5 parasitos por célula 

(5:1), por 2 e 24 horas. Como controle, as células não foram infectadas e 24 horas após o 

plaqueamento das células o meio foi trocado. Os sobrenadantes foram coletados e 

armazenados a -80°C para posterior dosagem de citocinas por ELISA Captura ou Citometria 

de Fluxo. Dois experimentos independentes foram realizados em triplicata.  

4.4.1 Dosagem das citocinas MIF, TNF-α, IL-12, IL-10 e TGF-β1, por Ensaio 

Imunoenzimático (ELISA) de captura 

 As concentrações de MIF, IL-10 e TGF-β1 (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) e 

de IL-12 e TNF-α (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA), nos sobrenadantes de células 

BeWo foram mensuradas por ELISA Captura, de acordo com as instruções dos fabricantes. 

Brevemente, placas de alta afinidade de 96 poços (BD Biosciences) foram sensibilizadas com 

anticorpos de captura anti-humanos específicos para cada citocina por 12 horas a temperatura 

ambiente; em seguida as placas foram lavadas com PBS-T (0,05%) e bloqueadas durante 1 
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hora a temperatura ambiente com PBS mais 1% de soro albumina bovina (BSA) para as 

citocinas IL-10 e MIF ou PBS-T (5%) mais 0,05% de azida sódica para TGF-β1 ou PBS mais 

10% de SBF para TNF-α e IL-12. Após novas lavagens em PBS-T, 50µl das curvas de cada 

citocina (de 4000pg/ml a 62,5pg/ml para IL-10 e MIF; de 2000pg/ml a 31,25pg/ml para TGF-

β1; e de 500pg/ml a 7,8 pg/ml para TNF-α e IL-12) ou 50µl das amostras de sobrenadantes de 

células BeWo foram adicionados nas placas e incubados por 2 horas a temperatura ambiente. 

Posteriormente, após lavagens, as placas para detecção de MIF, IL-10 e TGF-β foram 

incubadas com anticorpos de detecção anti-citocinas humanas conjugados com biotina 

durante 2 horas a temperatura ambiente e, depois deste intervalo, estreptavidina conjugada 

com peroxidase foi adicionada às placas e permaneceu em incubação por 20 minutos a 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Já as placas para detecção de TNF-α e IL-12 foram 

incubadas com o anticorpo de detecção anti-citocinas humanas conjugados com biotina e 

estreptavidina conjugada com peroxidase por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, as 

placas foram novamente lavadas, reveladas com TMB mais 0,03% de peróxido de hidrogênio 

por 20 minutos e a densidade óptica foi mensurada por um leitor de microplacas a 450nm 

(Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, VA, EUA).  

 No ensaio de detecção para TGF-β1, os sobrenadantes foram primeiramente tratados 

com soluções de ácido e base para ativar a citocina presente na amostra, uma vez que TGF-β é 

secretado pelas células como um complexo inativo. O tratamento procedeu-se da seguinte 

forma: 10µl de HCl 1M foi misturado aos 50µl de sobrenadante e incubado por 10 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente, 10µ de solução contendo 1,2 M de NaOH e 0,5M de 

Hepes foi adicionada aos sobrenadantes previamente incubados com HCl para neutralizar a 

ação do ácido e, em seguida, as amostras foram colocadas nas placas de ELISA.   
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4.4.2 Dosagem das citocinas IL-6 e IL17A por citometria de fluxo 

As citocinas humanas IL-6 e IL-17A nos sobrenadantes de células BeWo foram 

mensuradas usando o kit Th1/Th2/Th17 “Cytometric Bead ArrayTM” (CBA) (BD 

Biosciences), de acordo com as instruções do fabricante. Brevemente, as amostras de 

sobrenadantes foram misturadas com uma mistura de “beads” de captura para cada citocina a 

ser quantificada. Após a mistura, foram adicionados os anticorpos anti-humanos conjugados 

com ficoeritrina (PE) para IL-6 e IL-17A por 3 horas à temperatura ambiente e ao abrigo da 

luz. Os tubos foram então centrifugados (1300rpm por 7 minutos) e os sobrenadantes foram 

cuidadosamente aspirados e descartados. O “pellet” contendo as “beads” foi homogeneizado 

e analisado por citometria de fluxo. As amostras foram lidas no citômetro FACSCalibur 

BD™ (BD Company, San Diego, CA, EUA) e os dados foram analisados pelo software BD™ 

Cell Quest e CBA software. Os resultados foram apresentados em pg/ml de acordo com a 

referência das curvas padrões de cada citocina. Os limites de detecção de cada citocina foram: 

20,16pg/ml para IL-6 e 19,1pg/ml para IL-17A.  

 

4.5 Análise de incidência de apoptose em células BeWo infectadas com as cepas RH ou 

ME49 de T. gondii 

Células BeWo foram retiradas dos frascos de cultura, centrifugadas, ressuspensas em 

1ml de meio com soro e contadas em câmara de Newbauer. As células inviáveis foram 

excluídas pela coloração com azul de trypan (Sigma). Após o ajuste para uma concentração de 

5x104células/200µl, as mesmas foram transferidas para uma placa de 24 poços (Caltech, 

Uberlândia, MG, Brasil) e cultivadas em lamínulas de 13mm, por 24 horas em meio RPMI a 

10% de soro e incubadas em estufa a 37ºC e 5% de CO2. Posteriormente, as células foram 

lavadas com meio e pré-tratadas com as formas recombinantes de MIF (eBioscience, San 

Diego, CA, USA), TNF-α (Millipore, São Paulo, SP, Brasil), IFN-γ (Invitrogen Life 
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Technologies, Carlsbad, CA, USA), IL-6 (Peprotech, Ribeirão Preto, SP, Brasil), TGF-β1 

(R&D Systems) ou IL-10 (R&D Systems), em uma concentração de 15ng/ml. Após 24 horas 

em estufa, as células foram infectadas ou não pelas cepas RH ou ME49 de T. gondii (5:1) e 

incubadas durante 3 horas. Em seguida, os parasitos não aderentes removidos por lavagem 

dos poços com meio de cultura, e as células foram novamente tratadas com rMIF, rTNF-α, 

rIFN-γ, rIL-6, rIL10 ou rTGF-β1, nas mesmas concentrações por 2 e 24 horas. Paralelamente, 

células BeWo foram tratadas com as citocinas, mas não infectadas; ou foram apenas 

infectadas e não tratadas com citocinas. Como controle, as células não foram tratadas com 

citocinas e nem infectadas. Três experimentos independentes foram realizados em triplicata. 

As células nas lamínulas foram lavadas em salina tamponada com Tris (LGC 

Biotecnologia, São Paulo, SP, Brasil) (TBS, pH 7,4), fixadas em formol a 10% em TBS por 

24 horas e submetidas a imuno-histoquímica para detecção de células apoptóticas utilizando o 

anticorpo M30.  

 

4.5.1 Imuno-histoquímica para detecção de apoptose utilizando o anticorpo M30 

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

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

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

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

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

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

novo epítopo de citoqueratina 18 (clone M30, CytoDEATH, Roche Applied Science, USA), 

na diluição de 1:250, em TBS por 12 horas a 4º C. Após sucessivas lavagens em TBS, as 

lamínulas foram incubadas com IgG de cabra anti - IgG de camundongo biotinilada (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, EUA) na diluição de 1:600 em TBS por uma 

hora a 37º C. Após sucessivas lavagens, a reação foi amplificada pelo complexo 
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avidina/biotina (ABC) - fosfatase (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) na diluição de 

1:100 em TBS, a 37º C por 30 minutos. Após novas lavagens em TBS, houve a revelação da 

enzima fosfatase alcalina com fast red – naftol (Sigma), em tampão TRIS, lavagens em TBS e 

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

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

em lâminas em glicerina.  

4.5.2 Análise de incidência de apoptose 

As células em apoptose foram quantificadas quanto a porcentagem de células 

imunomarcadas a cada 100 células examinadas e, assim, definiu-se o índice de apoptose em 

cada condição analisada.  

 

 

4.6 Análise da expressão do receptor de morte Fas/CD95 em células BeWo infectadas 

com as cepas RH ou ME49 de T. gondii 

Células BeWo foram retiradas dos frascos de cultura, centrifugadas, ressuspensas em 

1ml de meio com soro e contadas em câmara de Newbauer. As células inviáveis foram 

excluídas pela coloração com azul de trypan (Sigma). Após o ajuste para uma concentração de 

1x106 células/2000µl, as mesmas foram transferidas para uma placa de 6 poços (Caltech) e 

cultivadas por 24 horas em meio RPMI a 10% de soro e incubadas em estufa a 37ºC e 5% de 

CO2. As células foram tratadas com citocinas e infectadas como descrito no item 4.5. Dois 

experimentos independentes foram realizados em triplicatas. 

 

4.6.1 Citometria de fluxo para análise da expressão de Fas/CD95 

Posteriormente, as células foram removidas com gelo das placas de 6 poços, 

ressuspensas em PBS estéril e centrifugadas a 1300rpm, a 4°C, por 7 minutos. Em seguida as 

células foram contadas em câmara de Newbauer e ajustadas para uma concentração de 5x105 

células/100µl em PBS com 0,5% de BSA (Sigma), a suspensão celular foi então transferida 
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para tubos de poliestireno de 15x75mm (BD Biosciences). Em seguida as células foram 

incubadas com 5µl (em cada tubo) do anticorpo monoclonal anti-CD95 (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), por 30 minutos a 4°C, ao abrigo da luz. Paralelamente 

células foram incubadas com isotipo controle, IgG de camundongo irrelevante (R&D 

Systems), como controle da reação. Após esse período, foi adicionado 1 ml de PBS com 0,5% 

de BSA (Sigma) em cada tubo e os mesmos foram centrifugados por a 1300rpm, por 7 

minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas com 300µl de 

fixador contendo paraformaldeído e cacodilato de sódio. Em seguida foi realizada a leitura de 

20.000 eventos, para cada condição experimental, no citômetro FACSCalibur BD™ (BD 

Company, San Diego, CA, EUA). 

 

 

4.7 Detecção de proteínas de sinalização intracelular em células BeWo infectadas com as 

cepas RH ou ME49 de T. gondii 

Células BeWo foram retiradas dos frascos de cultura, centrifugadas, ressuspensas em 

1ml de meio com soro e contadas em câmara de Newbauer. As células inviáveis foram 

excluídas pela coloração com azul de trypan (Sigma). Após o ajuste para uma concentração de 

1x106 células/2000µl, as mesmas foram transferidas para uma placa de 6 poços (Caltech) e 

cultivadas por 24 horas em meio RPMI a 10% de soro e incubadas em estufa a 37ºC e 5% de 

CO2. As células foram infectadas como descrito no item 4.4. Dois experimentos 

independentes foram realizados em triplicatas. 

As células foram coletadas, centrifugadas a 1500rpm por 5 minutos, homogeneizadas 

e lisadas em tampão de lise gelado contendo 50mM de Tris-HCl pH 8,0; 0,1mM de EDTA; 

0,5% de Triton X100; 10% de glicerol; 1mM de dithiothreitol (DTT), 200mM de NaCl e 

suplementado com coquetel de inibidores de proteases (Complete®, Roche Diagnostic, 

Mannheim, Alemanha) mais 1mM de ortovanadato de sódio (Na3VO4) e 1mM de fluoreto de 
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sódio (NaF) (ambos Sigma). Os lisados foram centrifugados a 10.000rpm por 15 minutos a 

4°C, os sobrenadantes contendo proteínas totais foram coletados e submetidos à dosagem 

proteica pelo método de Bradford (Bradford, 1976). 

4.7.1 Western blotting para detecção das proteínas ERK1/2 fosforilada e 

survivina (IAP) 

Após o ajuste para 30µg de proteínas, as amostras de proteínas totais foram 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) sobre condições desnaturantes e 

transferidas para membranas de PVDF (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). As 

membranas contendo as proteínas totais foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e 

sob agitação constante em tampão de blotting (25mM de Tris; 0,15M de NaCl e 0,1% de 

Tween 20, pH 7,4) contendo 4% de leite em pó (Nestlé, São Paulo, SP, Brasil). Após este 

período, as membranas foram incubadas por 12 horas a temperatura ambiente e sob agitação 

com os seguintes anticorpos primários: policlonal de coelho anti-ERK1/2 fosforilada humana 

(Santa Cruz Biotechnology), policlonal de camundongo anti-survivina (IAP) humana (Santa 

Cruz Biotechnology) ou anticorpo monoclonal de camundongo anti-β-actina humana (Santa 

Cruz Biotechnology), todos na concentração de 1:1000, diluídos em tampão de blotting com 

2% de leite em pó. Depois, as membranas foram lavadas em tampão de blotting e incubadas 

com anticorpos secundários conjugados com peroxidase (anti-coelho-peroxidase ou anti-

camundongo-peroxidase, Jackson ImmunoResearch Laboratories) na concentração de 1:3000 

em tampão de blotting também a 2% de leite em pó durante 2 horas sob agitação e 

temperatura ambiente. A reação foi revelada em câmara escura usando kit de 

quimioluminescência (ECL kit, GE Healthcare, São Paulo, SP, Brasil) e as quantidades iguais 

de proteínas foram confirmadas por coloração de Pounceau (1%). A densitometria foi 

realizada usando o programa “KODAK software” (1D Image Analysis Software 3.5) com a 

finalidade de determinar a intensidade média das bandas. Os dados foram demonstrados como 
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densidade relativa da razão entre as intensidades médias das bandas de ERK1/2, survivina 

(IAP) e β-actina.  

 

4.8 Análise estatística 

 Todos os dados foram analisados como média e erro padrão da média de dois ou três 

experimentos independentes realizados em triplicata. As diferenças entre grupos foram 

analisadas pelo teste ANOVA com comparações múltiplas de Bonferroni ou Kruskal Wallis, 

quando apropriado, usando o programa GraphPad Prisma versão 4.0 (GraphPad Software, 

Inc., San Diego, EUA). As diferenças estatísticas foram consideradas significantes quando 

P<0,05.  
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5. Resultados 

5.1 A produção de citocinas por células BeWo é diferentemente modulada após a 

infecção com as cepas RH ou ME49 de T. gondii. 

Para verificar a influência das cepas RH ou ME49 de T. gondii na produção de 

citocinas por células BeWo, realizou-se a dosagem de citocinas por ELISA e CBA em 

sobrenadantes de cultura de células BeWo não infectadas e infectadas pelas cepas (Figura 1). 

Após o período de 2 horas de infecção, foi observado nos sobrenadantes das células 

BeWo infectadas com a cepa ME49 maior produção de MIF, TNF-α, IL-12, IL-6 e IL-17A 

quando comparado com células não infectadas (controles) (Figuras 1A, B, C, D, E). Já a 

produção das citocinas IL-10 e TGF-β1 foi menor em células infectadas com a cepa ME49 em 

relação aos controles (Figuras 1F, G). As células, quando infectadas com a cepa RH 

apresentaram maior secreção de MIF, TGF-β1 e IL-10 do que o controle (Figuras 1A, F, G). 

Após 24 horas de infecção, células infectadas com a cepa ME49 apresentaram aumento na 

produção de MIF, TNF-α, IL-12, IL-6 e IL-17A do que as células não infectadas (Figuras 1A, 

B, C, D, E). De forma oposta, a produção de IL-10 foi menor do que a observada no controle 

(Figura 1F). A análise das células BeWo infectadas com a cepa RH de T. gondii demonstrou 

maior produção de MIF, IL-17A, IL-10 e TGF-β1 do que as células não infectadas (Figuras 

1A, E, F, G), enquanto a produção de IL-6 foi menor do que a observada no controle (Figura 

1D). 

Nos dois tempos de infecção analisados, células BeWo infectadas com a cepa ME49 

demonstraram perfil de secreção de citocinas oposto ao observado pela cepa RH (Figura 1). 

Células infectadas com a cepa ME49 exibiram um perfil de secreção predominantemente pró-

inflamatório, uma vez que as células infectadas por essa cepa demonstraram maior produção 

de citocinas como MIF, TNF-α, IL-12, IL-6 e IL-17A do que as células infectadas com a cepa 

RH do parasito (Figuras 1 A, B, C, D, E). Além disso, células infectadas com a cepa RH 
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apresentaram maior produção de citocinas anti-inflamatórias como TGF-β1 e IL-10 do que as 

células infectadas com a cepa ME49 de T. gondii (Figuras 1F, G). 

 

5.2 Células BeWo infectadas com a cepa de T. gondii de alta virulência RH apresentam 

menores índices de apoptose, mesmo na presença das citocinas MIF, TNF-α e IFN-γ 

Para analisar o índice de apoptose em células BeWo realizou-se imuno-histoquímica 

utilizando o anticorpo M30. O processo de apoptose foi observado tanto nas células não 

infectadas quanto nas infectadas com as cepas RH e ME49 de T. gondii (Figura 2). Células 

BeWo infectadas com a cepa RH apresentaram um índice de apoptose menor do que o 

observado em células não infectadas, já com a cepa ME49 o índice de apoptose foi maior do 

que das células não infectadas. Além disso, o índice de apoptose observado em células 

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

RH, nos dois tempos de infecção analisados (Figuras 3 e 4). 

Para analisar a influência das citocinas no índice de apoptose de células BeWo após a 

infecção por T. gondii, as células foram previamente tratadas por 24 horas com citocinas, 

infectadas com as cepas RH ou ME49 por 3 horas e, em seguida, foram novamente tratadas 

com as mesmas citocinas por 2 e 24 horas. Após esses períodos as células foram analisadas 

quanto ao índice de apoptose por imuno-histoquímica (Figuras 3 e 4). 

Em células tratadas com MIF (Figura 3A), após os períodos de 2 e 24 horas, observou-

se que esse tratamento não foi capaz de alterar os índices de apoptose de células BeWo em 

relação aos controles. Além disso, após 2 horas de incubação, observou-se que o índice de 

apoptose das células BeWo, infectadas pela cepa RH e tratadas com MIF, foi maior do que o 

observado em células infectadas e não tratadas. Após 24 horas, o índice também foi maior do 

nessas células, no entanto, esse índice foi menor do que o observado em células tratadas e não 

infectadas (Figura 3A). Em células infectadas pela cepa ME49 e tratadas com MIF 
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apresentaram índice de apoptose maior do que o observado nos respectivos controles, nos dois 

tempos analisados (Figura 3A). 

O tratamento com TNF-α, por 2 e 24 horas, induziu aumento no índice de apoptose de 

células infectadas com a cepa RH quando comparado com células infectadas e não tratadas; 

entretanto o índice de apoptose foi menor em células infectadas e tratadas quando comparado 

com o controle apenas tratado (Figura 3A).  

Células BeWo infectadas com a cepa ME49 e tratadas com TNF-α apresentaram 

índice de apoptose maior do que o observado nos respectivos controles. (Figura 3B). 

Após o tratamento com IFN-γ observou-se que células infectadas com a cepa RH 

apresentaram índice de apoptose menor do que o observado em células tratadas e não 

infectadas, após os dois períodos de incubação analisados (Figura 3C). Além disso, após 24 

horas de tratamento, o índice de apoptose de células infectadas com a cepa RH e tratadas com 

IFN-γ foi maior do que o índice de apoptose de células infectadas e não tratadas. No entanto 

esse índice foi menor do o observado em células não infectadas e tratadas (Figura 3C). Em 

células infectadas com a cepa ME49 e tratadas com IFN-γ apresentaram maior índice de 

apoptose do que o observado nos respectivos controles, após 2 e 24 horas de incubação 

(Figura 3C). 

Independente da citocina utilizada para os tratamentos e o tempo de incubação 

analisados, o índice de apoptose foi sempre maior em células BeWo infectadas com a cepa 

ME49 do que o observado em células infectadas com a cepa RH (Figura 3). Esses resultados 

indicam que o índice de apoptose em células BeWo está relacionado com a citocina e com a 

cepa de T. gondii. 
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5.3 Células BeWo infectadas com a cepa de T. gondii de moderada virulência ME49 

apresentam menores índices de apoptose após o tratamento com IL-6, TGF-β1 e IL-10. 

Células tratadas com a citocina IL-6 nos dois tempos de análise apresentaram menores 

índices de apoptose quando comparado com os respectivos controles (Figura 4). Em células 

infectadas pela cepa RH de T. gondii, não foram observadas diferenças estatísticas entre 

células infectadas e tratadas, entre células infectadas e não tratadas ou entre células não 

infectadas, mas submetidas ao tratamento com IL-6, após 2 e 24 horas de incubação (Figura 

4A). Resultados similares foram observados após a infecção das células BeWo pela cepa 

ME49 de T. gondii.  O índice de apoptose em células infectadas com a cepa ME49 e tratadas 

com IL-6 foi menor quando comparado com células infectadas e não tratadas, nos dois tempos 

de incubação analisados. Além disso, após 24 horas de incubação o índice de apoptose foi 

maior em células infectadas com a cepa ME49 e tratadas com IL-6 quando comparado com 

células não infectadas e tratadas (Figura 4A). 

Células BeWo tratadas com TGF-β1 e infectadas com a cepa RH apresentaram índice 

de apoptose menor do que as células não infectadas e tratadas com a citocina, após 2 e 24 

horas de incubação. Não foram observadas diferenças estatísticas entre células infectadas com 

a cepa RH e tratadas com TGF-β1 e células não tratadas e infectadas. Além disso, células 

infectadas com a cepa ME49 e tratadas com TGF-β1 apresentaram índice de apoptose menor 

do que as células infectadas e não tratadas, nos dois tempos de incubação analisados. Não 

foram observadas diferenças estatísticas em células infectadas com a cepa ME49 e tratadas 

com TGF-β1 em relação com células não infectadas e tratadas com a mesma citocina (Figura 

4B). 

O tratamento com IL-10 induziu um menor índice de apoptose em células infectadas 

com a cepa RH quando comparado com as células infectadas e não tratadas, no tempo de 2 

horas de incubação (Figura 4C). O tratamento com IL-10 também induziu diminuição nos 
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índices de apoptose de células tratadas e infectadas com a cepa ME49 quando comparado com 

as células infectadas e não tratadas (Figura 4C) Também não foram observadas diferenças 

estatísticas entre células infectadas com a cepa ME49 e tratadas em relação às células não 

infectadas e tratadas com IL-10 (Figura 4C). 

Dessa forma, foi possível observar que os tratamentos com as citocinas IL-6, IL-10 e 

TGF-β1 atuam em células trofoblásticas BeWo diminuindo o índice de apoptose mesmo após 

a infecção com a cepa ME49.  

 

5.4 A expressão do receptor de morte Fas/CD95 é maior em células BeWo infectadas 

com a cepa ME49 de T. gondii. 

Para verificar se as diferenças no índice de apoptose observadas entre as células 

infectadas e não infectadas e entre as duas cepas de T. gondii relacionam-se com a expressão 

do receptor de morte Fas/CD95, realizou-se citometria de fluxo para detecção deste receptor 

(Figuras 5 e 6). Células BeWo foram plaqueadas e, após 24 horas, o meio de cultura das 

células foi trocado sendo adicionado novo meio por mais 24 horas. Após esse período, as 

células foram infectadas com as cepas RH ou ME49, por 3 horas e, em seguida, lavadas e 

incubadas com meio de cultura por 2 e 24 horas (Figuras 5 e 6). Além disso, para determinar 

se o tratamento com diferentes citocinas está associado com a expressão de Fas/CD95, células 

BeWo foram tratadas com MIF, IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-10 e TGF-β1 por 24 horas e, 

infectadas com as cepas RH ou ME49 de T. gondii por 3 horas e, novamente tratadas com as 

mesmas citocinas, por 2 e 24 horas (Figuras 5B e 6B). 

Após 2 horas de incubação (Figura 5B), foi possível observar aumento na expressão 

do receptor Fas/CD95 em células infectadas com a cepa ME49 quando comparado com as 

células não infectadas ou infectadas com a cepa RH. Células tratadas com MIF apresentaram 

aumento na expressão de Fas/CD95 em células infectadas com as cepas RH ou ME49, quando 
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comparado com células tratadas, mas não infectadas. Além disso, a expressão do receptor de 

morte foi maior em células infectadas pela cepa RH e tratadas com MIF do que o observado 

em células infectadas e não tratadas com a citocina (Figura 5B). Em relação às células 

tratadas com IFN-γ, por 2 horas, observou-se que o tratamento com a citocina induziu 

diminuição na expressão do receptor em comparação com células não tratadas. No entanto, a 

citocina induziu aumento na expressão de Fas/CD95 em células infectadas com as cepas RH 

ou ME49 quando comparado com os respectivos controles infectados e não tratados. Além 

disso, a expressão do receptor foi maior nas células tratadas e infectadas com a cepa ME49 do 

que nas células tratadas e infectadas com a cepa RH do parasito (Figura 5B). Células tratadas 

com TNF-α por 2 horas, apresentaram maior expressão do receptor de morte quando as 

mesmas estavam infectadas com as cepas RH ou ME49 de T. gondii. Esse aumento foi 

observado quando essas células foram comparadas com as células tratadas mas não infectadas 

e com as células infectadas mas não tratadas (Figura 5B). 

  Após o período de 24 horas, observou-se aumento na expressão do receptor de morte 

nas células infectadas com as cepas RH ou ME49 em relação às células não infectadas (Figura 

6B). Após o tratamento com MIF, por 24 horas, observou-se aumento na expressão de 

Fas/CD95 em células tratadas e não infectadas ou em células infectadas com a cepa ME49 

quando comparados com os respectivos controles (Figura 6B). Já o tratamento com IFN-γ, por 

24 horas induziu aumento na expressão do receptor Fas/CD95 tanto nas células não infectadas 

quanto nas infectadas pelas cepas RH ou ME49 em comparação com os respectivos controles 

não tratados (Figura 6B). Em relação ao tratamento com TNF-α, observou-se aumento na 

expressão do receptor de morte nas células tratadas e infectadas com as cepas RH ou ME49 

em relação às células tratadas e não infectadas, no período de 24 horas (Figura 6B). 
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O tratamento com IL-6, nos dois períodos analisado (Figuras 5B e 6B) induziu 

diminuição na expressão do receptor Fas/CD95 em todas as condições analisadas quando 

comparadas com os respectivos controles, ou seja, com as células não tratadas com a citocina. 

Em células tratadas com IL-10, por 2 horas, (Figura 5B) observou-se diminuição na 

expressão do receptor de morte nas três condições analisadas quando comparadas com os 

respectivos controles não tratados. Já o tratamento por 24 horas com IL-10 (Figura 6B) 

induziu diminuição na expressão de Fas/CD95 nas células tratadas e infectadas com as cepas 

RH ou ME49 de T. gondii, em relação aos controles infectados e não tratados. 

Em relação ao tratamento com TGF-β1, houve diminuição na expressão do receptor de 

morte tanto nas células tratadas e infectadas pelas cepas RH ou ME49, quanto nas células não 

infectadas e tratadas, após 2 e 24 horas de tratamento (Figuras 5B e 6B). Essas diferenças 

foram observadas quando a expressão de Fas/CD95 dessas células tratadas foi comparada 

com a expressão do receptor nos respectivos controles não tratados. 

 

5.5 O aumento da apoptose em células BeWo infectadas com a cepa ME49 de T. gondii 

e/ou tratadas com as citocinas MIF, TNF-α ou IFN-γ está associado ao aumento na 

expressão do receptor de morte Fas/CD95. 

 A análise da associação entre o índice de apoptose de células BeWo infectadas com a 

cepa ME49 de T. gondii e a expressão do receptor de morte Fas/CD95 demonstrou que, após 

2 e 24 horas, o aumento do índice de apoptose está associado com o aumento na expressão do 

receptor de morte Fas/CD95 observado após a infecção pela cepa ME49 (Figuras 7 e 8). Esses 

resultados são mais evidentes em células infectadas pela cepa ME49 por 24 horas, uma vez 

que, à medida que houve aumento na expressão do receptor Fas/CD95 observou-se também 

aumento no índice de apoptose quando comparado com as células não infectadas. Já em 

células BeWo infectadas pela cepa RH do parasito essa associação não foi observada, pois 



54 

 

apesar de se observar aumento na expressão do receptor de morte após a infecção, por 24 

horas, o índice de apoptose diminuiu quando comparado com o controle não infectado 

(Figuras 7 e 8). 

 Para determinar se havia associação entre o índice de apoptose e a expressão do 

receptor Fas/CD95 em células tratadas com as citocinas MIF, TNF-α e IFN-γ, que induziram 

tanto aumento no índice de apoptose quanto na expressão do receptor de morte, realizou-se 

análise de associação após o tratamento com cada uma dessas citocinas (Figura 7). 

 Após o tratamento com MIF (Figura 7A) observou-se associação entre o aumento na 

expressão do receptor de morte Fas/CD95 e o aumento no índice de apoptose, quando as 

células estão infectadas pelas cepas RH ou ME49 de T. gondii, nos dois tempos de incubação 

analisados. 

Em relação ao tratamento com as citocinas TNF-α e IFN-γ (Figuras 7B, C), foi 

possível observar que há associação entre o aumento do índice de apoptose e o aumento na 

expressão do receptor de morte Fas/CD95 e essa associação é consequência do tratamento 

com essas citocinas. Uma vez que, após o tratamento com essas citocinas, houve aumento na 

expressão do receptor de morte e também aumento no índice de apoptose tanto em células 

infectadas com as cepas RH ou ME49 quanto em células não infectadas, após 2 e 24 horas de 

incubação. Já o tratamento com IFN-γ não está associado ao aumento da apoptose e expressão 

do receptor de morte em células tratadas mas não infectadas no tempo de 2 horas de 

incubação (Figura 7C). 

Esses resultados sugerem que a maior expressão de receptor de morte Fas/CD95 em 

células BeWo infectadas com a cepa ME49 está associada com os altos índices de apoptose 

observados após a infecção por essa cepa.  

 



55 

 

5.6 O menor índice apoptose em células BeWo após o tratamento com as citocinas IL-6, 

IL-10 e TGF-β1 está associado com a menor expressão do receptor de morte Fas/CD95. 

Após o tratamento das células BeWo com as citocinas IL-6, IL-10 e TGF-β1 

observou-se diminuição tanto no índice de apoptose quanto na expressão do receptor de morte 

Fas/CD95 em células infectadas pelas cepas RH ou ME49 e em células não infectadas. Dessa 

forma, realizou-se análise para determinar se este decréscimo está associado com o tratamento 

por essas citocinas. 

A análise do tratamento com IL-6, após 2 horas de incubação, revelou que a 

diminuição do índice de apoptose em células infectadas com a cepa ME49 e tratadas com a 

citocina, está associada com a diminuição da expressão do receptor Fas/CD95. Após 24 horas 

de incubação com IL-6, observou-se associação entre a diminuição do índice de apoptose e a 

diminuição da expressão do receptor de morte tanto nas células infectadas pelas cepas RH ou 

ME49 quanto nas células não infectas (Figura 8A). 

Após o tratamento de células com TGF-β1, por 2 horas, observou-se que o tratamento 

está associado com a diminuição do índice de apoptose nas células BeWo infectadas com a 

cepa ME49 e a diminuição da expressão de Fas/CD95. Além disso, após 24 horas de 

incubação observou-se associação entre a diminuição do índice de apoptose e a menor 

expressão do receptor de morte após o tratamento com TGF-β1 nas células infectadas com as 

cepas RH ou ME49 de T. gondii e nas células não infectadas pelo parasito (Figura 8B). 

O tratamento com IL-10 por 2 horas, está associado com a diminuição do índice de 

apoptose e a diminuição na expressão do receptor Fas/CD95 em células BeWo infectadas com 

as cepas RH ou ME49 de T. gondii. Após 24 horas de incubação com IL-10 verificou-se 

associação tanto nas células infectadas com as cepas RH ou ME49 quanto nas células não 

infectadas pelo parasito (Figura 8C). 
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Esses resultados demonstram que a diminuição da apoptose observada nas células 

BeWo após o tratamento com IL-6 e com as citocinas anti-inflamatórias IL-10 e TGF-β1, 

mesmo após a infecção com a cepa ME49 que induz apoptose, está associada com a 

diminuição na expressão do receptor de morte Fas/CD95 induzida pelo tratamento com as 

referidas citocinas. 

 

 5.7 A expressão relativa da proteína ERK1/2 fosforilada é maior em células BeWo 

infectadas com a cepa RH de T. gondii, após 24 horas de infecção. 

Para determinar se as diferenças nos índices de apoptose observadas entre as células 

infectadas e não infectadas e entre as duas cepas de T. gondii relacionam-se com a expressão 

de proteínas intracelulares da família das MAPK analisou-se a fosforilação da proteína desta 

família, ERK1/2, e a expressão da proteína survivina que pertence a família de proteínas 

inibidoras de apoptose (IAPs). Para isso, células BeWo foram plaqueadas, cultivadas por 24 

horas e, em seguida, infectadas com as cepas RH ou ME49 de T. gondii, por 2 e 24 horas. 

Após esses tempos as células foram lisadas, realizou-se dosagem proteica dos lisados e os 

mesmos foram submetidos a reação de Western blotting para detecção de ERK1/2 fosforilada 

(Figura 9A) e survivina (Figura 10A). 

Após 2 horas de infecção, foi possível observar menor fosforilação da proteína 

ERK1/2 em células BeWo infectadas com a cepa ME49 de T. gondii (Figura 9B). No entanto, 

não foram observadas diferenças estatísticas nas outras condições nesse horário. 

Após 24 horas de infecção, observou-se diminuição na fosforilação de ERK1/2 em 

células BeWo não infectadas quando comparado com o controle de 2 horas. Além disso, 

células BeWo infectadas com a cepa RH de T. gondii apresentaram maior fosforilação de 

ERK1/2 do que células não infectadas e células infectadas com a cepa ME49 de T. gondii, 

após 24 horas de infecção (Figura 9B). 
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Em relação à expressão de survivina, não foram observadas diferenças estatísticas em 

nenhuma das condições analisadas. Demonstrando que a infecção pelas cepas RH ou ME49 

de T. gondii, nos dois horários analisados, não modificou a expressão de survivina quando 

comparado com células BeWo não infectadas (Figura 10B).  
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6. Discussão 

A apoptose é um processo essencial para o desenvolvimento embrionário, já que esse 

tipo de morte celular é importante na eliminação e remoção de células embrionárias 

danificadas ou não desejadas e, também, essencial no desenvolvimento da placenta (CHEN et 

al., 2011). Dessa forma, esse mecanismo de morte celular é crucial durante a gestação, uma 

vez que a diminuição ou o aumento de apoptose nas células trofoblásticas pode acarretar 

complicações durante a gestação, causando inclusive abortos (LEE et al., 2005; LI et al., 

2012). Estudos demonstraram que alterações na incidência de apoptose durante os períodos 

iniciais de gestação podem causar alterações na morfologia e nos aspectos fisiológicos da 

placenta, comprometendo o desenvolvimento fetal (HEAZELL; CROCKER, 2008; CHEN et 

al., 2011). Estudos recentes demonstraram que o aumento da apoptose em células 

trofoblásticas está associado com a patogênese observada em casos de pré-eclâmpsia 

(ZHANG et al., 2012). Além disso, a apoptose é um importante mecanismo de defesa, tanto 

da imunidade inata quanto adaptativa, contra microorganismos (LÜDER et al., 2010). 

Entretanto, vírus, bactérias e protozoários desenvolveram mecanismos de evasão capazes de 

modular o processo de apoptose da célula hospedeira, garantindo a sobrevivência no interior 

das células.  

Toxoplasma gondii é um dos protozoários com capacidade de manipulação não só da 

apoptose da célula hospedeira, mas também outras vias celulares importantes, como regulação 

da glicólise, metabolismo de lipídeos e colesterol, organização do citoesqueleto e ciclo celular 

(LÜDER et al., 2009; RODRIGUES et al., 2012). A capacidade de T. gondii de atravessar 

barreiras biológicas, como a placenta, e alterar o programa apoptótico das células hospedeiras 

é um importante fator para o sucesso da infecção e está diretamente relacionada a cepa do 

parasito (ROBBINS et al., 2011). Estudos prévios do nosso grupo demonstraram que a 

incidência da apoptose em células trofoblásticas BeWo é modulada de forma diferente pelas 
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cepas de T. gondii. Células BeWo infectadas com a cepa RH apresentaram menor índice de 

apoptose do que as células não infectadas, diferente das infectadas pela cepa ME49 do 

parasito apresentaram maiores índices de apoptose do que as células infectadas pela cepa RH 

ou não infectadas (ANGELONI et al., 2009). Esses resultados foram confirmados no presente 

trabalho. 

O principal objetivo desse trabalho foi analisar possíveis fatores que podem estar 

associados com essa apoptose diferencial em células trofoblásticas infectadas com diferentes 

cepas de T. gondii, cepa de alta virulência e de virulência moderada.  Quando analisou-se a 

produção de citocinas em células BeWo infectadas com as cepas RH ou ME49 de T. gondii 

foi possível observar que, nos tempos de infecção de 2 e 24 horas, células infectadas com a 

cepa ME49 demonstraram um perfil de secreção de citocinas oposto ao observado em células 

infectadas com a cepa RH do parasito. Células BeWo infectadas com a cepa ME49 exibiram 

perfil de resposta predominantemente pró-inflamatório, com maior secreção de MIF, IL-12, 

TNF-α, IL-6 e IL-17A, enquanto células infectas com a cepa RH apresentaram maior 

produção de citocinas anti-inflamatórias como TGF-β1 e IL-10. Esse perfil de produção de 

citocinas pode estar associado ao padrão de resposta imunológica que resulta em um controle 

efetivo da infecção, como o observado em infecções por cepas de baixa virulência como a 

ME49.  Semelhante ao observado por nós, Robben e colaboradores (2004) demonstraram que 

após a infecção de macrófagos com cepa do tipo II de T. gondii havia uma polarização da 

resposta imune para um perfil do tipo Th1, caracterizado pela maior produção de citocinas 

pró-inflamatórias, principalmente IL-12. Estudos realizados em modelo de gestação in vivo, 

também demonstraram que a infecção pela cepa ME49 induz secreção de altos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias, principalmente IFN-γ (SENEGAS et al., 2009). Além disso, 

estudos demonstraram que parasitos da cepa RH podem subverter a resposta inflamatória do 

hospedeiro, uma vez que esses parasitos podem atuar induzindo aumento da produção de 
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citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β e diminuindo a produção de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α, IFN-γ, IL-12 e IL-6 (BUTCHER et al., 2001, 2005; LANG et al., 

2007; LÜDER et al., 2009).  

Além disso, cepas do tipo I de T. gondii são capazes de induzir fosforilação 

prolongada dos fatores de transcrição STAT3 e STAT6, via ROP16 e essa fosforilação atua 

diminuindo a indução da produção de IL-12. Já as cepas do tipo II do parasito não são capazes 

de manter a fosforilação dos fatores de transcrição STAT3 e STAT6, resultando em alta 

produção de IL-12 após a infecção por essas cepas de T. gondii.  Essas alterações, no perfil de 

secreção de citocinas induzidas pelas diferentes cepas de T. gondii, podem estar associadas as 

estratégias que o parasito desenvolve para subverter mecanismos antiparasitários da célula 

hospedeira, uma vez que o sucesso da infecção depende de mecanismos de evasão do sistema 

imune do hospedeiro desenvolvidos pelo parasito (HUNTER; SIBLEY, 2012). 

Com o objetivo de verificar se o perfil de produção de citocinas relaciona-se com a 

incidência de apoptose em células trofoblásticas, células BeWo foram tratadas com as 

citocinas recombinantes MIF, TNF-α, IFN-γ, IL-6, TGF-β1 ou IL-10 por 24 horas, infectadas 

com as cepas RH ou ME49 por 3 horas e, novamente tratadas com as mesmas citocinas por 

mais 2 e 24 horas. Os resultados demonstraram que o tratamento com as citocinas pro-

inflamatórias MIF, TNF-α e IFN-γ induziram aumento no índice de apoptose em células 

BeWo infectadas com a cepa ME49 de T. gondii, nos dois tempos de incubação analisados. 

Esses resultados podem estar associados ao fato de que a infecção de células pela cepa de 

moderada virulência ME49, induz aumento na apoptose dessas células como uma forma de 

atenuar a infecção pelo parasito, demonstrando um possível mecanismo de evasão desta cepa. 

Estudos demonstraram uma estreita ligação entre a indução de apoptose por patógenos e os 

efeitos de morte celular na resistência à infecção, indicando que muitas vezes a indução da 

apoptose pelo parasito tem um efeito protetor para o hospedeiro. Essa situação foi observada 
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em estudos realizados com a bactéria Helicobacter pylori e demonstraram que camundongos 

infectados pela bactéria e deficientes em receptor de morte Faz/CD95, apresentam aumento na 

gravidade de doenças gástricas (LABBÉ; SALEH, 2008). 

Células infectadas com a cepa RH de T. gondii e tratadas com as citocinas pró-

inflamatórias MIF, TNF-α e IFN-γ, apresentaram índice de apoptose maior do que as células 

infectadas e não tratadas, mas, menor quando comparado com o índice de apoptose de células 

não infectadas e tratadas. Esses resultados mostram que mesmo após o tratamento das células 

com essas citocinas pró-inflamatórias a cepa RH, de alta virulência, é capaz de modular a 

morte da célula hospedeira, inibindo o processo de apoptose dessas células. Esses resultados 

também foram observados em outros estudos que demonstraram que células infectadas pela 

cepa RH são resistentes a apoptose mesmo após o tratamento dessas células com estímulos 

indutores de apoptose, como radiação UV, citotoxicidade mediada por linfócitos T 

citotóxicos, privação de fatores de crescimento e tratamento com várias toxinas (LANG et al., 

2007; VUTOVA et al., 2007; BANNAI et al., 2008, YAMADA et al., 2011). Além disso, as 

diferenças no índice de apoptose observadas com a infecção das duas diferentes cepas podem 

estar associadas com fatores de virulência das mesmas. Estudos demonstraram que os fatores 

de virulência específicos aos tipos de cepas de T. gondii interferem de formas diferentes na 

resposta imune de camundongos infectados. Animais submetidos à infecção por cepas de T. 

gondii do tipo I (cepas de alta virulência) apresentaram menor produção de IL-12 e 

diminuição na eliminação do parasito nesses animais. No entanto, camundongos infectados 

com as cepas de moderada virulência, tipo II, demonstraram maior produção de IL-12 e 

aumento na eliminação do parasito (HUNTER; SIBLEY, 2012). Esses dados reforçam os 

nossos resultados, uma vez que as diferenças observadas entre as cepas de T. gondii podem 

estar associadas com o perfil de citocinas secretadas após a infecção com as diferentes cepas 

do parasito. Além disso, as diferenças na eliminação do parasito observadas entre as cepas, 
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nos estudos de Hunter e Sibley (2012), podem estar relacionadas com a ocorrência de 

apoptose nas células hospedeiras. O fato de haver menor índice de apoptose em células 

infectadas pela cepa RH (tipo I) pode resultar em menor eliminação do parasito. Já o aumento 

da apoptose das células hospedeiras observado após a infecção pela cepa ME49 (tipo II) pode 

induzir maior eliminação de T. gondii. 

Os fatores de virulência associados às diferentes cepas de T. gondii estão relacionados 

com os danos que a infecção pelo parasito pode causar ao hospedeiro (DUBREMETZ; 

LEBRUN, 2012). Os fatores de virulência das cepas do tipo I que interferem nas vias 

intracelulares da célula hospedeira auxiliam o parasito a evadir-se da resposta imunológica do 

hospedeiro, garantindo a expansão parasitária e o estabelecimento da resposta inflamatória em 

um primeiro momento. No entanto, esse acelerado crescimento parasitário resulta, em 

momentos mais avançados da infecção, em danos teciduais e uma resposta inflamatória 

secundária intensa, resultando em uma patologia grave, observada após a infecção por 

parasitos de cepas do tipo I de T. gondii (HUNTER; SIBLEY, 2012; DUBREMETZ; 

LEBRUN, 2012). De forma oposta, cepas de moderada virulência (cepas do tipo II) possuem 

fatores de virulência que estão associados com a indução de resposta inflamatória primária, no 

sentido de conter a disseminação parasitária e, consequentemente, estabelecem uma reposta 

imunológica protetora (HUNTER; SIBLEY, 2012; DUBREMETZ; LEBRUN, 2012). 

Interessantemente, o tratamento com a citocina pró-inflamatória IL-6 reduziu o índice 

de apoptose em células BeWo infectadas por RH ou ME49 e não infectadas pelo parasito. 

Esses resultados podem estar relacionados com o fato de IL-6 possuir capacidade de 

promover o bloqueio da morte celular. Estudos demonstraram que IL-6 atua inibindo a 

apoptose por meio da ativação da via de sinalização intracelular da proteína ERK1/2, da 

família das MAPK, além disso, a citocina ativa o fator de transcrição NF-κB, que também 

está relacionado com o bloqueio da apoptose (NAUGLER; KARIN, 2008; TU et al., 2012). 
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Resultados semelhantes ao do tratamento com IL-6 foram observados após o tratamento das 

células BeWo com as citocinas IL-10 e TGF-β1, demonstrando que essas citocinas podem 

estar associadas com a diminuição da apoptose. Esses resultados estão de acordo com estudos 

que demonstram que essas citocinas de perfil anti-inflamatório possuem a capacidade de 

diminuir o processo de morte celular por meio da diminuição da expressão de receptores de 

morte, como Fas/CD95 (ASCHKENAZI et a., 2002). Além disso, estudos recentes 

demonstraram que o tratamento de células BeWo, com IL-10, diminui a apoptose em células 

infectadas por T. gondii, por meio de um aumento na expressão da proteína anti-apoptótica 

cFLIP e diminuição na expressão das caspases 3 e 8 (ZHAO et al., 2013).  

Para verificar possíveis fatores envolvidos nessa diferença de incidência da apoptose 

após a infecção pela cepa RH ou ME49 de T. gondii e, após o tratamento de células BeWo 

infectadas e não infectadas com citocinas pró ou anti-inflamatórias, analisou-se a expressão 

do receptor de morte Fas/CD95 em células BeWo em diferentes condições. Para essa análise, 

células BeWo foram tratadas com citocinas recombinantes MIF, TNF-α, IFN-γ, IL-6, TGF-β1 

ou IL-10, por 24 horas, infectadas com as cepas RH ou ME49 por 3 horas e, novamente 

tratadas com as mesmas citocinas por mais 2 e 24 horas. Foi observado que, nos dois tempos 

de incubação analisados, células infectadas com a cepa ME49 apresentaram aumento na 

expressão do receptor de morte Fas/CD95 quando comparado com células não infectadas ou 

infectadas com a cepa RH, após 2 horas de incubação. A indução de apoptose pela cepa 

ME49 pode estar relacionada com a indução de maior expressão de receptor de morte nas 

células hospedeiras em consequência da infecção. Uma vez que houve associação entre os 

altos índices de apoptose observados após a infecção pela cepa ME49 e a maior expressão do 

receptor de morte observada após a infecção pelo parasito. Além disso, a expressão do 

receptor também foi maior em células infectadas com a cepa RH em relação às não 

infectadas, no período de 24 horas de incubação, indicando que a inibição da apoptose em 
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células BeWo infectadas com a cepa RH não está relacionada com a expressão do receptor de 

morte Fas/CD95. Não observamos associação entre a diminuição do índice de apoptose e 

expressão de receptor de morte observadas após a infecção pela cepa RH de T. gondii, 

demonstrando que mesmo com a maior expressão de receptor de morte pela célula hospedeira 

o parasito ainda é capaz de bloquear a apoptose dessas células. Esses resultados podem ser 

explicados pela capacidade que parasitos da cepa RH possuem de interferir nas vias de 

sinalização intracelulares das células hospedeiras (CARMEN; SINAI, 2011; SONG et al., 

2012). O efeito anti-apoptótico, induzido por T. gondii, está associado com o aumento na 

expressão de genes anti-apoptóticos, como ativação da via de NF-κB (PENG et al., 2011). 

Além disso, o parasito é capaz de bloquear a liberação do citocromo c pela mitocôndria, inibir 

a ação das caspases 9, 8 e 3 e induzir aumento na expressão das proteínas anti-apoptóticas 

como Bcl-2 e da família de proteínas inibidoras de apoptose (IAPs) (HIPPE et al., 2008; 

GUILLERMO et al., 2008; CARMEN; SINAI, 2011). 

A expressão do receptor de morte Fas/CD95 também está associada com o tipo de 

citocina com a qual a célula foi tratada. No geral, as citocinas pró-inflamatórias como MIF, 

IFN-γ e TNF-α induziram aumento na expressão do receptor de morte, esse aumento foi mais 

acentuado em células BeWo infectadas com a cepa ME49, já que a mesma também atua 

induzindo aumento na expressão do receptor nessas células. Em contraste, o tratamento com 

IL-6, TGF-β1 e IL-10 diminui a expressão de Fas/CD95 em células BeWo mesmo após a 

infecção das células pela cepa ME49 de T. gondii. Esses achados foram evidentes quando 

analisou-se a associação entre a expressão do receptor de morte e o índice de apoptose das 

células BeWo após o tratamento com as citocinas citadas acima. Observou-se associação entre 

o maior índice de apoptose em células BeWo e o aumento na expressão de Fas/CD95 após o 

tratamento com as citocinas como MIF, TNF-α e IFN-γ. Já em relação ao tratamento com IL-

6, IL-10 e TGF-β1 foi possível observar associação entre o menor índice de apoptose e a 
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diminuição da expressão do receptor de morte, após o tratamento com essas citocinas. Esses 

resultados estão de acordo com outro estudo que demonstrou que após o tratamento de células 

trofoblásticas com IFN-γ e TNF-α a expressão do receptor de morte Fas/CD95 foi aumentada, 

enquanto que os tratamentos com IL-10 e IL-6 diminuíram a expressão desse receptor nas 

células trofoblásticas (ASCHKENAZI et al., 2002). Estudos recentes demonstraram que TGF-

β1 possui dupla atividade na indução de apoptose das células, podendo induzir a morte celular 

ou bloqueá-la, essa dupla atividade está relacionada com a indução da expressão do receptor 

Fas/CD95 e está associada com o tipo celular e o tempo de tratamento da célula com esta 

citocina (BAI et al., 2011).  Além disso, a baixa expressão do receptor de morte observada em 

células BeWo tratadas com a citocina IL-6 pode estar relacionada com a diminuição do índice 

de apoptose nessas células após o tratamento com a citocina, mesmo IL-6 sendo considerada 

uma citocina pró-inflamatória.   

As diferenças na virulência entre as cepas de T. gondii estão associadas com os tipos 

de vias intracelulares da célula hospedeira que o parasito interfere (HUNTER; SIBLEY, 

2012). Para determinar se as diferenças observadas entre as cepas de T. gondii estão 

associadas com a interferência do parasito nas vias de sinalização intracelulares, analisou-se a 

expressão das proteínas com características anti-apoptóticas ERK1/2 fosforilada (uma 

proteína da família das MAPK) e survivina (uma proteína da família das IAPs). Células 

BeWo foram infectadas com as cepas RH ou ME49 de T. gondii, por 2 e 24 horas, e após as 

células serem lisadas, foi realizado Western blotting para detecção das proteínas citadas 

acima.  Em relação a ERK1/2 fosforilada, após 2 horas de infecção, observou-se menor 

fosforilação da proteína em células infectadas pela cepa ME49 quando comparado com o 

controle. No entanto, não foi observada diferença estatística entre células infectadas com a 

cepa RH quando comparado com células não infectadas. Esses resultados podem estar 

associados ao fato de que nos estágios iniciais da infecção, parasitos da cepa RH de T. gondii 
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são hábeis em ativarem vias de inibição de apoptose que não estão relacionadas com a 

expressão de ERK1/2. Estudos recentes demonstraram que nos estágios iniciais da infecção 

pela cepa RH de T. gondii, a interferência na via de PI3-kinase é o principal fator relacionado 

com a inibição da apoptose em células hospedeiras.  Uma vez que, a utilização de inibidores 

dessa via cessam a atividade anti-apoptótica mediada por parasitos da cepa RH de T. gondii 

(QUAN et al., 2013). Além disso, Molestina e colaboradores (2008) determinaram a cinética 

de fosforilação de ERK1/2 em cultura de fibroblastos humanos (linhagem HFF) infectados 

com a cepa RH de T. gondii e observaram que no início da infecção a fosforilação de ERK1/2 

é inconstante e, esta fosforilação se estabelece em altos níveis apenas após 24 horas de 

infecção.  

Após 24 horas de infecção, observou-se diminuição fosforilação de ERK1/2 em 

células BeWo não infectadas ou infectadas pela cepa ME49 de T. gondii quando comparado 

com o tempo de 2 horas de infecção. No entanto, essa diminuição não foi observada em 

células BeWo infectadas com a cepa RH do parasito e foi possível observar maior 

fosforilação ERK1/2 nas células infectadas com essa cepa de T. gondii quando comparado 

com as células não infectadas ou infectadas pela cepa ME49. Esses resultados indicam uma 

possível interferência do parasito da cepa de alta virulência na fosforilação de ERK1/2 e 

podem explicar a menor incidência de apoptose observada após a infecção das células BeWo 

por essa cepa de T. gondii. De forma semelhante aos nossos resultados, estudos demonstraram 

que células infectadas pela cepa RH de T. gondii induzem aumento na fosforilação de ERK, 

mas esses estudos não associam a maior fosforilação de ERK1/2 com a inibição de apoptose 

mediada por essa cepa (KIM et al., 2006; KIM; DENKERS, 2006; MOLESTINA et al., 

2008). Em condições normais, as vias PI3-K e das MAPK, como a de ERK1/2, podem 

promover a fosforilação de proteínas pró-apoptóticas da família Bcl-2, como Bad, Bax e Bim, 

induzindo a degradação citoplasmática dessas proteínas e conferindo sinais de sobrevivência 
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para a célula (RODRIGUES et al., 2012). Além disso, trabalhos demonstraram que parasitos, 

como Leishmania e Trypanosoma cruzi, bloqueiam a apoptose da célula hospedeira 

promovendo a ativação da proteína ERK1/2. Kamir e colaboradores (2008) demonstraram que 

parasitos da espécie Leishmania major inibiram a apoptose de macrófagos quando os mesmos 

foram tratados com óxido nítrico e que essa inibição associa-se com a ativação da via de 

sinalização de ERK1/2. De forma semelhante, cardiomiócitos de camundongos infectados 

com T. cruzi apresentaram diminuição da apoptose após serem cultivados sem suplementação 

de soro no meio de cultura e essa diminuição da apoptose está associada com a ativação da via 

de ERK1/2 (AOKI MDEL et al., 2006). 

Nossos resultados mostraram que a expressão da proteína survivina não alterou em 

nenhuma das condições analisadas, sugerindo que em células trofoblásticas BeWo T. gondii 

não interfere na via de sinalização dessa proteína. Estudos demonstraram que em fibroblastos 

infectados com a cepa RH de T. gondii a inibição da apoptose está relacionada com a maior 

expressão de IAPs (MOLESTINA et al., 2003; BLADER et al., 2001).  Apesar das células 

trofoblásticas expressarem proteínas da família das IAPs (LI et al., 2012), não há trabalhos 

que demonstrem a modulação de T. gondii nessas proteínas nesse tipo celular. Dessa forma, 

nossos resultados sugerem que em células BeWo a proteína da família das MAPK, ERK1/2, 

está mais relacionada com a inibição da apoptose do que a proteína da família das IAPs, a 

survivina, quando essas células estão infectadas pela cepa RH de T. gondii.  

Finalmente, nossos resultados demonstraram os mecanismos opostos na interferência 

da apoptose em células trofoblásticas BeWo observados após a infecção pelas cepas de alta 

virulência RH ou de moderada virulência ME49. Estes achados podem estar associados com 

os fatores de virulência das cepas de T. gondii, bem como com o perfil de citocina secretada. 

Além disso, a alta incidência de apoptose em células BeWo, infectadas com a cepa ME49, 

pode ser explicada pelo aumento na expressão do receptor de morte Fas/CD95 após a infecção 
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das células trofoblásticas por essa cepa do parasito. Enquanto o menor índice de apoptose 

observado em células infectadas pela cepa RH pode estar associado à interferência do parasito 

nas vias de sinalização intracelulares como a mediada por ERK1/2. As alterações na 

ocorrência da apoptose em células trofoblásticas BeWo sugerem mecanismos cepa 

dependentes no microambiente placentário e podem explicar as diferentes patogenias 

placentárias e fetais no curso da infecção por T. gondii durante a gestação. 
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7. Conclusões 

• Células infectadas com a cepa RH de T. gondii induzem a secreção das citocinas de 

perfil anti-inflamatório (TGF-β1 e IL-10) e secreção aumentada de IL-6. Enquanto, as 

infectadas com a cepa ME49 apresentam aumento das citocinas pró-inflamatórias 

(MIF, TNF-α, IL-12 e IL-17A). 

• Células BeWo tratadas com as citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IFN-γ, apresentam 

maior índice de apoptose do que as não tratadas. Já em células BeWo tratadas com as 

citocinas IL-6, TGF-β e IL-10 ocorre diminuição no índice de apoptose. 

• Células BeWo, infectadas com a cepa RH de T. gondii são capazes de controlar o 

índice de apoptose mesmo após o tratamento com as citocinas pró-inflamatórias MIF, 

TNF-α e IFN-γ. Enquanto, o índice de apoptose é reduzido em células infectadas com 

a cepa ME49 e tratadas com IL-6, IL-10 e TGF-β1. 

• Células BeWo, infectadas com as cepas RH ou ME49 apresentam expressão 

aumentada do receptor de morte Fas/CD95 em relação as não infectadas. Além disso, 

a expressão desse receptor está associada com o tipo de citocina que as células são 

tratadas. 

• O aumento no índice de apoptose, observado em células BeWo infectadas com a cepa 

ME49, pode estar associado com aumento na expressão do receptor Fas/CD95. 

•  A fosforilação da proteína anti-apoptótica ERK1/2, em células BeWo infectadas com 

a cepa RH de T. gondii, aumenta após 24 horas de infecção. Esse aumento pode estar 

relacionado com o menor índice de apoptose observado em células infectadas com a 

cepa RH. 

• Não houve alteração na expressão da proteína anti-apoptótica survivina em células 

BeWo infectadas com as cepas RH e ME49 de T. gondii. 
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8. Figuras 
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Figura 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Detecção de citocinas nos sobrenadantes das culturas de células trofoblásticas BeWo incubadas apenas com 
meio de cultura (controle) e infectadas pelas cepas RH ou ME49 de Toxoplasma gondii, na proporção de 5 
parasitos por célula. Os sobrenadantes da cultura foram coletados após 2 e 24 horas de infecção e analisados, 
por ELISA e CBA, quanto a produção das citocinas MIF (A), TNF-α (B), IL-12 (C), IL-6 (D), IL-17A (E), 
IL-10 (F) e TGF-β1 (G). Os dados representam a média ± SEM de dois experimentos independentes 
realizados em triplicata e analisados por One-Way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. Foram observadas 
diferenças estatísticas (p ≤ 0,05) quando comparou-se células infectadas com células não infectadas (*) e as 
cepas RH e ME49 de T. gondii (•). 
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Figura 2 
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Imunomarcações de células BeWo em apoptose após 2 horas (a – c) e 24 horas (d – f) de infecção. (a, d) 
células não infectadas (controle); (b, e) células infectadas com a cepa RH de T. gondii; (c, f)  infectadas com 
a cepa ME49 de T. gondii. As imunomarcações de células apoptóticas estão indicadas pelas setas. 
Imunomarcação por imuno-histoquímica com anticorpo M30 utilizando fosfatase alcalina e fast red naphtol, 
contra-coloração com hematoxilina de Meyer. Barras - a, b, c: 25µm; d, f: 100µm; e: 10µm. 
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Figura 3 
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24 horas  

Influência das cepas RH e ME49 de Toxoplasma gondii no índice de apoptose (%) de células trofoblásticas. Células BeWo foram pré-tratadas com as citocinas 
recombinantes MIF (A), TNF-α (B) ou IFN-γ (C) – 15ng/ml – por 24 horas, infectadas por três horas e novamente tratadas com as mesmas citocinas por 2 e 24 horas. O 
índice de apoptose foi determinado pelo número médio de imunomarcações em cada 100 células examinadas. Os dados representam a média ± SEM de três experimentos 
independentes realizados em triplicata e analisados por One-Way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. Foram observadas diferenças estatísticas (p ≤ 0,05) quando 
comparou-se o controle (células não infectadas e não tratadas) com as outras condições experimentais (*), as diferentes condições para cada cepa de T. gondii (•) e as cepas 
RH e ME49 de T. gondii (#). 
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Figura 4 
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Influência das cepas RH e ME49 de Toxoplasma gondii no índice de apoptose (%) de células trofoblásticas. Células BeWo foram pré-tratadas com as citocinas 
recombinantes IL-6 (A), TGF-β1 (B) ou IL-10 (C) – 15ng/ml – por 24 horas, infectadas por três horas e novamente tratadas com as mesmas citocinas por 2 e 24 horas. O 
índice de apoptose foi determinado pelo número médio de imunomarcações em cada 100 células examinadas. Os dados representam a média ± SEM de três experimentos 
independentes realizados em triplicata e analisados por One-Way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. Foram observadas diferenças estatísticas (p ≤ 0,05) quando 
comparou-se o controle (células não infectadas e não tratadas) com as outras condições experimentais (*), as diferentes condições para cada cepa de T. gondii (•) e as cepas 
RH e ME49 de T. gondii (#). 
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Figura 5 
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Expressão do receptor de morte Fas/CD95 em células trofoblásticas BeWo infectadas com as cepas RH ou 
ME49 de Toxoplasma gondii. Células BeWo foram pré-tratadas com as citocinas recombinantes MIF, IFN-γ, 
TNF-α, IL-6, TGF-β1 ou IL-10 – 15ng/ml – por 24 horas, infectadas por três horas e novamente tratadas com 
as citocinas mencionadas acima por 2 horas. Células BeWo foram marcadas com anti-CD95/FITC ou 
incubadas com IgG irrelevante/FITC e analisadas por citometria de fluxo (A). A análise quantitativa da 
expressão de Fas/CD95 (B) está representada como a média ± SEM de dois experimentos independentes em 
triplicata e analisados por One-Way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. Foram observadas diferenças 
estatísticas (p ≤ 0,05) após a comparação entre as condições experimentais e os respectivos controles (*), 
entre as condições tratadas com as citocinas e as não tratadas (#) e entre as cepas RH e ME49 de T. gondii 
(•). 
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Figura 6 
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Expressão do receptor de morte Fas/CD95 em células trofoblásticas BeWo infectadas com as cepas RH ou 
ME49 de Toxoplasma gondii. Células BeWo foram pré-tratadas com as citocinas recombinantes MIF, IFN-γ, 
TNF-α, IL-6, TGF-β1 ou IL-10 – 15ng/ml – por 24 horas, infectadas por três horas e novamente tratadas com 
as citocinas mencionadas acima por 24 horas. Células BeWo foram marcadas com anti-CD95/FITC ou 
incubadas com IgG irrelevante/FITC e analisadas por citometria de fluxo (A). A análise quantitativa da 
expressão de Fas/CD95 (B) está representada como a média ± SEM de dois experimentos independentes em 
triplicata e analisados por One-Way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. Foram observadas diferenças 
estatísticas (p ≤ 0,05) após a comparação entre as condições experimentais e os respectivos controles (*), 
entre as condições tratadas com as citocinas e as não tratadas (#) e entre as cepas RH e ME49 de T. gondii 
(•). 
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Figura 7 
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Associação entre o índice de apoptose e expressão do receptor de morte Fas/CD95 em células trofoblásticas BeWo. As Células foram pré-tratadas com as citocinas 
recombinantes MIF (A), IFN-γ (B) ou TNF-α (C) – 15ng/ml – por 24 horas, infectadas com as cepas RH ou ME49 de Toxoplasma gondii, por três horas e novamente 
tratadas com as citocinas mencionadas acima por 2 e 24 horas. Os retângulos em cinza indicam as condições em que observou-se associação entre o índice de apoptose e 
expressão do receptor Fas/CD95. 
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Figura 8 
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 Associação entre o índice de apoptose e expressão do receptor de morte Fas/CD95 em células trofoblásticas BeWo. As Células foram pré-tratadas com as citocinas 
recombinantes IL-6 (A), IL-10 (B) ou TGF-β1 (C) – 15ng/ml – por 24 horas, infectadas com as cepas RH ou ME49 de Toxoplasma gondii, por três horas e novamente 
tratadas com as citocinas mencionadas acima por 2 e 24 horas. Os retângulos em cinza indicam as condições em que observou-se associação entre o índice de apoptose e 
expressão do receptor Fas/CD95.  
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Figura 9 
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Fosforilação de ERK1/2 em células BeWo infectadas com as cepas RH ou ME49 de Toxoplasma gondii. 
Após 2 e 24 horas de infecção as células foram lisadas em tampão, as proteínas totais foram mensuradas por 
Bradford e 60µg destas proteínas foram submetidas a técnica de Western blotting para detecção de ERK1/2 e 
β-actina. (A) Figura representativa de células BeWo mostrando bandas específicas para ERK1/2 e β-actina. 
(B) Análise por densitometria mostrando a densidade relativa de ERK1/2 obtida pela razão entre as bandas 
de ERK1/2 e β-actina em células BeWo infectadas e não infectadas. Os dados foram expressos como média 
± SEM de dois experimentos independentes realizados em triplicata e analisados por One-Way ANOVA não 
paramétrico com pós-teste de Kruskal Wallis. Foram observadas diferenças estatísticas após a comparação 
entre o controle e células infectadas (*), entre as cepas RH e ME49 de T. gondii (•) e entre os horários de 2 e 
24 horas (#).  
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Figura 10 
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Expressão de survivina (IAP) em células BeWo infectadas com as cepas RH ou ME49 de Toxoplasma 

gondii. Após 2 e 24 horas de infecção as células foram lisadas em tampão, as proteínas totais foram 
mensuradas por Bradford e 60µg destas proteínas foram submetidas a Western blotting para detecção de 
survivina (IAP) e β-actina. (A) Figura representativa de células BeWo mostrando bandas específicas para 
surivivina (IAP) e β-actina. (B) Análise por densitometria mostrando a densidade relativa de surivivina (IAP) 
obtida pela razão entre as bandas de surivivina (IAP) e β-actina em células BeWo infectadas e não 
infectadas. Os dados foram expressos como média ± SEM de dois experimentos independentes realizados em 
triplicata e analisados por One-Way ANOVA não paramétrico com pós-teste de Kruskal Wallis. 
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