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Resumo 

O sucesso da gestação está relacionado com um perfil de resposta imunológica tipo Th2 

e envolvimento de vários mecanismos para manutenção da tolerância materno-fetal, 

incluindo as moléculas codificadas pelo complexo principal de histocompatibilidade 

(MHC). Entretanto, a infecção por Toxoplasma gondii induz um perfil de resposta tipo 

Th1 que é associada aos resultados prejudiciais da gestação. Para investigar a influência 

do haplotipo do MHC na toxoplasmose congênita, fêmeas de camundongos congênicos, 

C57BL/KsJ (H-2
d
) e CB10-H2 (H-2

b
) foram oralmente infectadas com 5 cistos da cepa 

ME-49 no primeiro dia de gestação e sacrificadas aos 8 e 18 dias após a infecção. As 

fêmeas C57BL/KsJ apresentaram alto número de parasitos nos pulmões aos 8dI, 

comparadas às fêmeas CB10-H2 e ambas as linhagens apresentaram alto número de 

parasitos no cérebro aos 18dI, independentemente da gestação. Não foram encontrados 

parasitos no útero/placenta em nenhuma das linhagens, independente do tempo de 

infecção e não houve diferença no índice de aborto dentre as fêmeas infectadas, apesar 

da linhagem CB10-H2 ter apresentado maiores danos histológicos comparada à 

C57BL/KsJ aos 8 e 18 dias de gestação e infecção. A infecção nas fêmeas C57BL/KsJ 

não-gestantes provocou aumento na migração de mastócitos para o útero enquanto que a 

gestação diminui tal migração. Além disso, camundongos C57BL/KsJ apresentaram 

altos níveis sistêmicos de IFN-γ aos 8dI e TNF e IL-6 aos 8 e 18dI comparados aos 

CB10-H2 gestantes e não-gestantes. Ainda, no útero/placenta das fêmeas CB10-H2 a 

gestação aumentou os níveis de expressão de FOXP3 e, sob a infecção, houve aumento 

no nível de expressão de IL-10, IL-13 e IL-17. Nossos resultados sugerem que, tanto o 

background genético como o haplotipo do MHC sejam essenciais na proteção contra os 

índices de reabsorção fetal e aborto nos casos de toxoplasmose congênita. 



 

 

Palavras-chave: Toxoplasmose congênita, aborto, camundongos congênicos, 
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Abstract 

Successful pregnancy is related to Th2 immune response profile, including molecules 

encoded by the major histocompatibility complex (MHC); however, Toxoplasma gondii 

infection induces Th1 immune response that is associated with adverse pregnancy 

outcome. To investigate the influence of MHC haplotype in pregnancy outcome in T. 

gondii-infected animals, congenic mice, C57BL/KsJ and CB10-H2 females, were orally 

infected with ME-49 strain on the first day of pregnancy and sacrificed on 8 and 18 

days post-infection. C57BL/KsJ showed higher number of parasites in the lungs at 8dI, 

irrespective of pregnancy, compared with CB10-H2; and both CB10-H2 and 

C57BL/KsJ showed high number of parasites in the brain at 18dI, irrespective of 

pregnancy. Parasites were not found in the uterus/placenta in both lineages of mice 

irrespective of the day of infection and there was no difference in abortion rate of 

infected mice, although CB10-H2 mice presented higher histological damage compared 

with C57BL/KsJ at 8 and 18 days of pregnancy and infection. Infection of non-pregnant 

C57BL/KsJ increased mast cell infiltration in the uterus, and gestation decreased this 

cell numbers. Furthermore, C57BL/KsJ presented higher IFN-γ levels systemically on 

8dI; and TNF and IL-6 on 8 and 18dI compared with CB10-H2, despite gestation or not. 

Additionally, in the uterus/placenta of CB10-H2, pregnancy increased FOXP3 and 

under infection IL-10, IL-13 and IL-17 expression levels. Our data suggest that both 

genetic background and MHC haplotypes are essential to protect against reabsorption 

rate and abortion in congenital toxoplasmosis.  

 

Key Words: Congenital toxoplasmosis, Abortion, Congenic mice, Mast cells, MHC 

haplotype.
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Toxoplasma gondii 

Toxoplasma gondii é um protozoário do filo Apicomplexa que é capaz de infectar 

todos os mamíferos e aves normalmente a partir da ingestão de alimentos contaminados 

(DUBEY, 2004; ELMORE et al., 2010).  

As espécies que fazem parte do filo Apicomplexa possuem algumas características 

em comum, dentre elas a presença de um complexo apical de estruturas de citoesqueleto 

especializadas; além de organelas de secreção como roptrias e micronemas, as quais, 

juntamente com os grânulos densos, são responsáveis pelo reconhecimento da célula 

hospedeira, além de fixação, invasão, estabelecimento e manutenção do vacúolo 

parasitóforo (CARRUTHERS; SIBLEY, 1997) (Figura 1). 

 

Figura 1. Organização básica de um taquizoíto. 

 

Figura 1. Organização básica do taquizoíto. As organelas na via de secreção são mostradas em branco, 

enquanto que as organelas de secreção propriamente ditas são mostradas em três tonalidades de azul 

(Figura adaptada de BLADER et al., 2015). 

 

A invasão celular é ativa e dependente de interações de moléculas presentes na 

superfície do parasito com moléculas presentes na membrana da célula hospedeira e 

leva cerca de 20 segundos para ocorrer (CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007; 
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SHARMA; CHITNIS, 2013; WALKER et al., 2014) e a disseminação rápida dos 

parasitos está relacionada com a capacidade dos mesmos em infectar as células 

migratórias do  sistema  imune  como  monócitos,  linfócitos  e  células dentríticas 

(LAMBERT et al., 2006; SIBLEY, 2011) e, assim, alcançar diversos tecidos e 

atravessar barreiras biológicas como placenta e as barreiras hematoencefálica e 

hematoretiniana (BARRAGAN; SIBLEY, 2003; UNNO et al., 2008).  

 As cepas de T. gondii isoladas em humanos e outros animais na Europa e América 

do Norte são classificadas em três linhagens genéticas (Tipos I, II e III) consideradas 

clonais e com baixa diversidade genética, porém, isolados de T. gondii do Brasil são 

geneticamente diferentes daqueles da Europa e América do Norte, com traços 

biológicos distintos, sendo estas cepas atípicas da América do Sul denominadas cepas 

“exóticas” pertencentes a diversos haplogrupos que são endêmicos da América do Sul 

(LEHMANN et al., 2006; KHAN et al., 2007; PENA et al., 2008).  

As cepas do tipo I são altamente virulentas para camundongos e possivelmente 

humanos (GRIGG et al., 2001) enquanto que as cepas do tipo II e III são relativamente 

menos virulentas (SIBLEY et al., 1992; HOWE et al., 1996, HOWE et al., 1997).  

Considerando a infecção por T. gondii em humanos, na Europa e América do Norte 

a maioria dos casos de toxoplasmose e toxoplasmose congênita está associada com a 

cepa do tipo II, com baixas proporções das cepas tipos I e III (HOWE et al., 1997; 

ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009). Na América do Sul, tanto os casos assintomáticos 

quanto os clínicos, são associados com alta incidência da cepa do tipo I (FERREIRA et 

al., 2008). No entanto, devido à alta diversidade genética das cepas recombinantes de T. 

gondii isoladas no Brasil, a toxoplasmose adquirida e congênita podem provavelmente 

ocorrer com todas estas cepas (FUX et al., 2003; ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009). 
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Análises dos isolados de animais domésticos no Brasil, feitas pela técnica do 

polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrição (RFLP) revelaram mais de 

100 genótipos, sendo quatro desses considerados linhagens clonais comuns e designadas 

tipos BrI, BrII, BrIII e BrIV (PENA et al., 2008; DUBEY et al., 2012). Além disso, 

duas cepas de T. gondii foram isoladas a partir de galinhas na cidade de Uberlândia/MG 

e nomeadas TgChBrUD1 e TgChBrUD2 as quais exibem genótipos tipo BrII e BrI, 

respectivamente (LOPES et al., 2016). 

Nos casos de toxoplasmose congênita, a transmissão para o feto ocorre 

predominantemente quando a mulher adquire a primeira infecção durante a gestação 

(REMINGTON et al., 2011; CARLIER et al., 2012). Naquelas imunocompetentes que 

adquiriram a infecção antes da gestação é preconizado que os mecanismos imunes 

adquiridos sejam capazes de prevenir a transmissão da infecção para os fetos (BOJAR; 

SZYMANSKA, 2010). No entanto, alguns casos de toxoplasmose congênita foram 

descritos em recém-nascidos de mães imunocompetentes que adquiriram a infecção 

antes da gestação sugerindo a ocorrência de reinfecção materna durante a gestação 

(SILVEIRA et al., 2003; ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009) e levantando a 

questionamentos sobre a hipótese de que a primeira infecção por T. gondii induza 

imunidade protetora capaz de prevenir a transmissão vertical nos casos de reinfecção 

pelo parasito (FRANCO et al., 2015). 

 

1.2. Ciclo biológico 

Entre as espécies de parasitos de animais, T. gondii se encontra como uma das mais 

comuns e bem conhecidas, sendo capaz de infectar uma ampla variedade de 

hospedeiros, inclusive os humanos e, apesar da maioria dos parasitos na natureza terem 

seus hospedeiros específicos e somente serem transmitidos por meio de ciclo fecal-oral, 

o T. gondii pode, também, ser transmitido via transplacentária e ainda por meio de 
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canibalismo, o que justifica sua ampla distribuição e elevada soroprevalência 

(TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; JONES; DUBEY, 2010). 

Além disso, os hospedeiros intermediários como o homem, por exemplo, podem 

adquirir a infecção por ingestão de água ou alimentos contaminados com oocistos e 

ingestão de cistos teciduais presentes em carnes cruas ou mal cozidas (BOOTHROYD, 

2009), bem como por ingestão de taquizoítos por meio de líquidos biológicos (saliva, 

esperma, leite), transfusões de sangue, transplantes de órgãos contaminados e acidentes 

laboratoriais (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; DUBEY, 2012; ESCH; PETERSEN, 

2013). 

O parasito apresenta três formas distintas e infectantes: esporozoítos contidos em 

oocitos, taquizoítos, que representam o estágio de multiplicação rápida do parasito e, 

sob pressão do sistema imunológico, dão origem aos bradizoítos, de crescimento lento, 

que ficam contidos no interior de cistos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Embora 

os cistos teciduais possam se desenvolver em órgãos como pulmão, fígado e rins, eles 

são mais prevalentes em tecidos musculares e neurais, inclusive cérebro, olho e 

músculos esqueléticos e cardíacos (JONES; DUBEY, 2010). Essa estrutura de cisto 

pode permanecer de forma latente durante toda a vida (MILLER et al., 2009). 

 

O ciclo de vida de T. gondii apresenta uma fase sexuada, que ocorre somente no 

intestino dos hospedeiros definitivos (felídios) e resulta na excreção de oocistos nas 

fezes destes animais, e uma assexuada, que ocorre nos hospedeiros intermediários 

(MILLER et al., 2009) (Figura 2). 

A fase sexuada do ciclo, denominada gametogonia, inicia-se com a ingestão de 

cistos teciduais, oocistos maduros ou taquizoítos e acontece nas células epiteliais do 

intestino delgado dos felídios (BOOTHROYD, 2009), sendo que o ciclo induzido pela 

ingestão de cistos teciduais, contendo bradizoítas, é o mais elucidado, no qual a parede 
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do cisto é digerida por enzimas proteolíticas no estômago dos animais promovendo a 

liberação dos bradizoítas que penetram nas células epiteliais do intestino e começam a 

se multiplicar por um processo denominado endodiogenia (merogonia) com 

consequente formação de merozoítas no interior de vacúolos parasitóforos (DUBEY; 

LINDSAY; SPEER, 1998; DUBEY, 2004). 

Quando ocorre rompimento da célula infectada, os merozoítos são liberados e 

penetram em outras células epiteliais dando origem as formas sexuadas (masculina e 

feminina) que após processo de maturação formam gametas femininos imóveis 

(macrogametas) e masculinos móveis (microgametas) os quais saem da célula e 

fecundam os macrogametas. Após a fertilização, há formação de uma parede externa ao 

redor do zigoto originando o oocisto imaturo que é liberado nas fezes dos hospedeiros 

definitivos (FERGUSON, 2002; DUBEY, 2004). 

A maturação do oocisto no meio externo ocorre por meio de um processo 

denominado esporogonia, originando esporozoítos no interior do oocisto, tornando-o 

infectante aos hospedeiros (FERGUSON, 2002). A ocorrência da infecção dos 

hospedeiros intermediários se dá por ingestão de água ou alimentos contaminados com 

oocistos, ingestão de cistos teciduais presentes em carnes cruas ou mal cozidas 

(BOOTHROYD, 2009), ingestão de taquizoítas por meio de líquidos biológicos (saliva, 

esperma, leite), transplantes de órgãos ou infecções transplacentárias (MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004). 

Nestes hospedeiros distinguem-se duas fases de infecção, sendo uma fase aguda na 

qual o parasito sofre intensa multiplicação por processo de endodiogenia e forma 

vacúolos parasitóforos os quais rompem as células parasitadas e liberam taquizoítos que 

por sua vez irão invadir novas células e assim sucessivamente. A fase crônica é 

determinada quando os mecanismos imunológicos atuam no sentido de diminuir a 
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proliferação dos parasitos promovendo a evolução das formas taquizoítos para 

bradizoítos e consequente formação de cistos. (FERGUSON, 2009).  

Uma vez que T. gondii pode ser transmitido do hospedeiro definitivo para o 

intermediário, do intermediário para o definitivo, bem como entre hospedeiros 

definitivos e entre hospedeiros intermediários, ainda não se sabe qual das várias vias de 

transmissão é epidemiologicamente mais importante (TENTER; HECKEROT; WEISS, 

2000). É provável que a ampla distribuição e alta prevalência de T. gondii se dê por uma 

interação de todas as vias de transmissão (HIDE et al., 2009).  

Sendo assim, a prevalência da infecção por T. gondii não é confinada à presença de 

certas espécies de hospedeiros e o ciclo do parasito pode continuar indefinidamente por 

transmissão de cistos teciduais entre hospedeiros intermediários, mesmo na ausência de 

hospedeiros definitivos, e também por transmissão de oocistos entre hospedeiros 

definitivos, mesmo na ausência de hospedeiros intermediários (TENTER; HECKEROT; 

WEISS, 2000). 

Deste modo, a prevalência mundial do parasito é muito alta entre os diversos 

animais, variando desde pássaros a uma diversidade de mamíferos, mesmo aqueles que 

vivem exclusivamente no mar, o que torna T. gondii único entre os agentes eucariotas 

infecciosos (BOOTHROYD, 2009). 
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Figura 2. Ciclo biológico de Toxoplasma gondii. 

 

Figura 2. Diagrama representativo do ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Os felídeos são os hospedeiros 

definitivos nos quais ocorre o desenvolvimento da fase sexuada no intestino delgado dando origem aos 

oocistos (A) que, por sua vez, contaminam o ambiente externo (B) e, após a esporulação, podem infectar 

uma ampla variedade de hospedeiros intermediários a partir da ingestão de alimentos e água contaminada. 

Nos hospedeiros intermediários ocorre a fase assexuada de reprodução do parasito (C). Após a fase 

aguda, segue a fase crônica da doença, na qual o parasito está, predominantemente, presente em cistos 

teciduais localizados na musculatura e cérebro. Os cistos teciduais podem transmitir a infecção para 

outros hospedeiros intermediários ou para o gato (carnivorismo). Além disso, se a fase aguda ocorre 

durante a gestação, o parasito pode atravessar a placenta e infectar o feto (transmissão congênita). 

Movimento do parasito entre os hospedeiros (setas em negrito); Estágios de desenvolvimento do parasito 

dentro do hospedeiro (setas finas). Adaptado de Ferguson, 2002. 
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1.3. Epidemiologia e características clínicas da toxoplasmose 

T. gondii causa infecções congênitas e abortos, bem como infecções oportunistas 

em indivíduos imunocomprometidos (UNNO; KITOH; TAKASHIMA, 2010). É 

importante ressaltar a relevância da toxoplasmose, uma vez que um terço da população 

mundial apresenta anticorpos contra o parasito e a soroprevalência aumenta com a idade 

e varia de acordo com a distribuição geográfica em todo o mundo (MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004; BLADER et al., 2015). 

Apesar de ocorrer no mundo todo, a incidência de T. gondii é alta em áreas tropicais 

e decresce com o aumento da latitude (EVENGARD et al., 2001), ou seja, a 

soroprevalência é baixa em regiões frias e áreas áridas e muito quentes (JONES et al., 

2001a).  A infecção por este parasito é comum na América do Sul e um estudo feito no 

Brasil demonstrou que a soroprevalência é alta em pessoas com baixas condições 

sócioeconômicas, provavelmente devido à transmissão oral (BAHIA-OLIVEIRA et al., 

2003), variando entre 50% a 80% (GALISTEU et al., 2007; DUBEY et al., 2012).  

Os casos de toxoplasmose congênita nos países desenvolvidos afetam de 1 a 10 entre 

10.000 recém-nascidos (CARLIER et al., 2012) e no Brasil, essa ocorrência afeta de 3 a 

10 entre 10.000 recém-nascidos (LAGO et al., 2007). Em Minas Gerais há alta 

prevalência da infecção congênita, cerca de 13 casos a cada 10.000 recém-nascidos,  

sendo que a desigualdade social está relacionada com as taxas de prevalência da 

infecção (CARELLOS et al., 2014a; CARELLOS et al., 2014b). 

Um estudo realizado em Uberlândia (MG) demonstrou diferenças significantes entre 

dados obtidos de hospital particular e público no que diz respeito à idade materna, 

cidade de origem, idade gestacional, número de visitas ao médico durante a gestação, 

tipo de parto e peso do bebê ao nascer. A soroprevalência de anticorpos IgG anti-T. 

gondii nas pacientes atendidas em hospital público foi de 57,6%, enquanto que naquelas 
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atendidas em hospital particular foi de 41,9%. Além disso, a freqüência de 

toxoplasmose congênita obtida a partir da detecção de anticorpos IgM e/ou IgG 

específicos anti-T. gondii em amostras de cordão umbilical foi exclusivamente 

observada nas amostras obtidas a partir de pacientes atendidas em hospital público 

(0,8%) enquanto que nenhuma amostra positiva foi observada a partir de pacientes 

atendidas em hospital particular (0%), demonstrando ainda diferenças entre populações 

de níveis sócio-econômicos distintos (SEGUNDO et al., 2004a; 2004b). 

Estima-se que, mundialmente, de cada 1000 nascimentos, 3 – 8 bebês são 

infectados intra-uterinamente e 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 54 – 77% em países do Oeste Africano. Baixa 

soroprevalência, 4 - 39%, foi relatado no Sudoeste da Ásia, China e Coréia, bem como 

em áreas de clima frio, como os países escandinavos (11 - 28%) e nos EUA 15% das 

mulheres em idade reprodutiva são soropositivos (TENTER et al., 2000; JONES et al., 

2001b). 

As manifestações clínicas da toxoplasmose são bastante variadas, desde miocardite, 

toxoplasmose ocular (retinocoroidite, coroidite), encefalite e até mesmo doenças 

mentais (hidrocefalia) (MORDUE et al, 1999). Porém, as doenças clínicas devido a 

toxoplasmose não são comuns porque o estágio de taquizoíto (multiplicação rápida), 

que é responsável pela destruição tecidual e consequente manifestação clínica, é bem 

controlado pelo sistema imune do hospedeiro. Já a infecção por bradizoítos é latente e, 

assim, não gera nenhuma doença clínica aparente (BLADER et al., 2015). 

No entanto, o parasito atrai considerável atenção médica e científica por provocar 

doença grave em indivíduos imunocomprometidos, principalmente em pacientes 

portadores da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS). Nesses pacientes, a 
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reativação dos parasitos leva ao desenvolvimento da toxoplasmose e a replicação de T. 

gondii acontece de forma descontrolada, o que provoca danos cerebrais, caracterizados 

por abscessos e áreas de necrose, com risco de morte. Ao contrário, em indivíduos 

saudáveis, o parasito é controlado pelo sistema imune e permanece em estado latente 

podendo, em casos raros, causar uveíte (YAROVINSKY, 2014). 

Além dos indivíduos imunocomprometidos, nos quais ocorre a conversão dos 

bradizoítas em taquizoítas, existe outro grupo de risco que se destaca, sendo ele as 

mulheres gestantes, nas quais a infecção por T. gondii durante a gestação pode provocar 

a infecção congênita do feto que, por sua vez, não apresenta um sistema imune maduro, 

facilitando a replicação descontrolada dos taquizoítos (BLADER et al., 2015) podendo, 

inclusive levar o feto a óbito. 

 

1.4. Toxoplasmose congênita e resposta imunológica 

 Infecções parasitárias congênitas são resultantes da transmissão de parasitos 

vivos da mulher gestante infectada para o feto os quais persistem após o nascimento. A 

transmissão pode ocorrer antes do nascimento, no útero (transmissão pré-natal) ou no 

momento do parto, transmissão perinatal. Tal definição exclui a transmissão de 

parasitos pós-natal, principalmente a partir do leite materno durante a amamentação, 

transmissão de parasitos mortos, DNA do parasito ou mesmo moléculas liberadas pelo 

parasito na mãe e que são prováveis de serem encontradas no sangue fetal. Em uma 

conotação mais ampla, o termo transmissão vertical corresponde à transmissão materno-

fetal de uma geração para outra e inclui transmissão pré-natal, perinatal e, também, rotas 

de transmissão pós-natal (CARLIER et al., 2012). 

As mulheres gestantes representam uma população imunologicamente única uma 

vez que o sistema imunológico das mesmas é influenciado por sinais originários da 
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placenta, a qual funciona como um órgão imunomodulador, regulando as respostas 

imunes das células presentes tanto no sítio de implantação quanto sistemicamente. 

Entretanto, essa modulação não é supressora, mas protetora, pois, geralmente, o sistema 

imune materno é bem preparado para controlar infecções garantindo, assim, a 

sobrevivência do feto (PRABHUDAS et al., 2015). 

A patogenia da toxoplasmose em humanos é complexa quando a primeira infecção 

ocorre durante a gestação, sendo que a infecção congênita acarreta, em 

aproximadamente 30% dos casos, danos cerebrais ou oculares para o feto com aumento 

da gravidade dependente da idade gestacional, uma vez que as chances de transmissão 

do parasito aumentam com o avanço da gestação (MONTOYA; LIESENFELD, 2004) e 

da prevenção materna (ROBERT-GANGNEUX et al., 2011a). 

A infecção dos tecidos placentários pode resultar em placentite e pode levar a uma 

infecção subsequente das células trofoblásticas, que são o conjunto de células externas 

da blástula que dará origem ao sinciciotrofoblasto que, por sua vez, irá fazer parte da 

placenta (ABBASI et al., 2003) sendo que esse processo acarreta duas consequências 

principais: primeiro que a infecção placentária pode afetar negativamente o equilíbrio 

tênue da interface materno-fetal e segundo que a placenta pode estar diretamente 

envolvida na transmissão do parasito para o feto, tornando-se alvo terapêutico e 

diagnóstico (ROBERT-GANGNEUX et al., 2011a). 

No microambiente imune da interface materno-fetal ocorre um balanço Th1/Th2 

que exerce influência crucial no desenvolvimento fetal, desempenhando uma importante 

função na manutenção de uma gestação normal, cujo perfil favorável de resposta imune 

é o Th2, sendo assim, alterações nesse balanço podem prejudicar a gestação levando ao 

aborto e fetos natimortos (DEALTRY; O’FARRELL; FERNANDEZ, 2000; ABOU-

BACAR et al., 2004). 
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 A citocina IFN-γ produzida pelas células Natural Killer (NK) ou pelos linfócitos 

citotóxicos CD8
+
 controla diretamente tanto a invasão dos monócitos e, 

consequentemente das células trofoblásticas pelo T. gondii, quanto à replicação do 

parasito nas células infectadas. A liberação exacerbada de IFN-γ possui efeitos 

imunopatológicos tais como apoptose de células deciduais e dilatação da artéria espiral 

(SENEGAS et al., 2009). Além disso, a secreção de IFN-γ provoca alta expressão das 

moléculas de adesão intercelular (ICAM)-1 na superfície dos trofoblastos aumentando a 

adesão dos monócitos infectados na superfície das células trofoblásticas, assim, essas 

células perdem a habilidade para apoptose, o que resulta na persistência do parasito nos 

tecidos placentários (PFAFF; CANDOLFI, 2008) os quais podem tornar-se um 

reservatório para a infecção congênita imediata ou tardia. 

 As células trofoblásticas humanas produzem IL-10 e TGF-β (ENTRICAN, 2002) 

que promovem respostas imunes de perfil Th2 para assegurar a tolerância materno-fetal, 

por outro lado, tal produção induz aumento significante da invasão e replicação 

intracelular de T. gondii (BARBOSA et al., 2008). Porém, esses mecanismos 

imunomoduladores são essenciais para compensar a produção de citocinas Th1 pró-

inflamatórias induzidas por T. gondii e podem evitar a perda fetal, especialmente 

quando a infecção ocorre nas fases precoces da gestação (ZHANG et al., 2012a). 

 O efeito da infecção congênita e o seu grau de acometimento dependerão de vários 

fatores, como a interação entre o parasito e o hospedeiro, a virulência da cepa, o número 

de organismos envolvidos (parasitemia), a via de infecção, a capacidade de resposta 

imune (humoral e celular) do hospedeiro, bem como idade e características genéticas, a 

integridade das mucosas e das barreiras epiteliais, a idade gestacional na qual a infecção 

ocorreu e o estágio de maturidade do sistema imune do feto acometido (RORMAN et 

al., 2006). 
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 Além disso, nos últimos anos, estudos têm sido direcionados para os fatores de 

virulência de T. gondii, os quais regulam, em parte, as respostas imunes do hospedeiro a 

partir de secreção de proteínas efetoras dentro da célula hospedeira durante a invasão 

(HUNTER; SIBLEY, 2012). 

 

1.5. Mastócitos na gestação e infecção 

Além de todos os mecanismos imunológicos envolvidos na defesa contra patógenos 

e, ao mesmo tempo, na manutenção da gestação, os mastócitos, que são um tipo celular 

de alta plasticidade, também estão envolvidos nesses processos e têm função de 

sentinelas da imunidade inata e adaptativa, desempenhando funções similares durante a 

gestação e em diferentes condições fisiopatológicas (KUMAR; SHARMA, 2010), por 

meio da liberação de materiais biologicamente ativos (revisado em CSABA, 2015). 

Devido a sua localização, sob a superfície epitelial, essas células funcionam 

como sentinelas nos casos de infecções bacterianas ou parasitárias, bem como na 

detecção de danos celulares (LUNDERIUS-ANDERSSON et al., 2012; 

MATSUGUCHI, 2012). Além das suas funções na proteção contra os estímulos 

ambientais, os mastócitos também estão envolvidos nas doenças inflamatórias crônicas 

e auto-imunes (SECOR et al., 2000; CHEN et al., 2001; LEE et al., 2002). 

No útero e placenta, são encontradas grandes quantidades de mastócitos 

(PURCELL; HANAHOE, 1991), sendo que na gestação a densidade dos mastócitos é 

maior do que no estado não gestante (GARFIELD et al., 2006).  

Além disso, estudos demonstraram que a desgranulação dos mastócitos está 

relacionada com o processo de angiogênese no cérvix uterino de ratos durante a 

gestação (VARAYOUD et al., 2004) além de estar associada com a expressão de 

mRNA para o fator de crescimento endotelial vascular (VEG-F) (BOSQUIAZZO et al., 
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2007) e esse processo ocorre regularmente em associação com alterações clínicas do 

endométrio de fêmeas adultas e, também, durante a implantação e subseqüente 

placentação (HERYANTO; ROGERS, 2002). 

Muitos mediadores podem ser produzidos pelos mastócitos, dentre eles TNF, 

TGF-β, MIP-1α (CCL3), VPF/VEGFd, FGF-2d, LIF, IFN-α, IFN-β, IFN-γ, GM-CSF, 

MCP-1 (CCL2), IL-1α, IL-1β, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, 

IL-13, IL-15, IL-16, IL-18, IL-25 entre outros, e vários desses produtos, inclusive TGF-

β,  IL-4 e histamina podem ter efeitos anti-inflamatórios e/ou regular negativamente 

aspectos da resposta imune adquirida (GALLI et al., 2005). Por outro lado, os 

mediadores inflamatórios aumentam a permeabilidade dos vasos sanguíneos locais e o 

recrutamento de células efetoras para o sítio de infecção (SECOR et al., 2000; CHEN et 

al., 2001; LEE et al., 2002).  

A histamina e a serotonina liberadas a partir dos mastócitos uterinos controlam a 

função cervical (BYTAUTIENE et al., 2002) e influenciam na contratilidade do 

miométrio (RUDOLPH et al., 1993), o que já foi comprovado por estudos in vitro 

realizados em fragmentos desse tecido (BYTAUTIENE et al., 2004). Estudos anteriores 

sugerem que a histamina dos mastócitos seja importante para a ovocitação normal e 

implantação do blastocisto (SZELAG; MERWID-LAD; TROCHA, 2002a), agindo por 

meio de receptores H1 de histamina (SZELAG; MERWID-LAD; TROCHA, 2002b). 

Além disso, uma vez ativados, os mastócitos desgranulados podem rapidamente 

liberar diversas proteases específicas de mastócitos, como quimases, triptases, 

carboxipeptidases (PEJLER et al., 2010; TRIVEDI; CAUGHEY, 2010; CAUGHEY, 

2011; LUNDEQUIST; PEILER, 2011) e proteoglicanas (STEVENS; ADACHI, 2007).  

As quimases são serinas peptidases expressas e secretadas principalmente por 

mastócitos e acredita-se que elas desempenhem uma ampla variedade de funções na 



29 

 

defesa do hospedeiro, homeostasia e doenças, inclusive nas defesas anti-parasitárias 

(KNIGHT et al., 2000), regulação da pressão sanguínea (JU et al., 2001; LI et al., 2004), 

remodelamento do tecido conjuntivo (TCHOUGOUNOVA et al., 2005), angiogênese 

(COUSSENS et al., 1999), remodelamento cardiovascular (NISHIMOTO et al., 2001), 

lesão por isquemia (ABONIA et al., 2005), fibrose pulmonar (SAKAGUCHI et al., 

2004), inflamação das vias aéreas (de GARAVILLA et al., 2005; GRECO et al., 2007) e 

desintoxicação de veneno (METZ et al., 2006). 

A maioria das quimases podem clivar uma variedade de peptídeos extracelulares 

e proteínas, inclusive alvos endógenos como a angiotensina I e patógenos exógenos ou 

alvos derivados de alérgenos como as profilinas (MELLON; FRANK; FANG, 2002). 

Uma vez que, no hospedeiro, há uma vasta quantidade de alvos e organismos 

patogênicos cliváveis, as quimases têm o potencial de influenciar uma diversidade de 

eventos associados com a ativação e, consequente secreção, dos mastócitos 

(CAUGHEY et al., 2008). 

Os humanos expressam apenas uma quimase específica de mastócitos, portanto, 

só há um gene para as quimases até então identificado, o qual pertence à família-α. Ao 

contrário, existem 13 genes de quimases conhecidos para camundongos (GALLWITZ; 

HELLMAN, 2006), portanto, os roedores expressam uma variedade de genes para as β-

quimases, designados de protease 1 de mastócitos (mMCP-1), mMCP-2 e mMCP-4, 

bem como para uma α-quimase, mMCP-5 (BROWN et al., 2003). 

As diversas quimases diferem de modo significativo com relação à distribuição 

tecidual. Os mastócitos de tecido conjuntivo estão localizados em vários tecidos, como 

pele, língua e peritônio e expressam, predominantemente, mMCP-4 e mMCP-5, 

enquanto que os mastócitos de mucosa estão localizados no trato intestinal e, 

alternativamente, expressam mMCP-1 e mMCP-2 (BROWN et al., 2003). 
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Com base na distribuição tecidual, propriedades de ligação com a heparina, 

substrato e especificidade de clivagem, a protease 4 de mastócito (MCPT4), que é uma 

β-quimase, é funcionalmente homóloga à quimase humana (TCHOUGOUNOVA; 

PEJLER; ABRINK, 2003; ANDERSSON; KARLSON; HELLMAN, 2008).  

Os mastócitos também influenciam nos abortos precoces, uma vez que, nesses 

casos, a decídua apresenta aumento significativo na quantidade desse tipo celular 

(MARX et al., 1999) e, provavelmente, esse efeito seja controlado por secreção de 

citocinas. Deste modo, os mastócitos possuem um duplo papel no sistema reprodutivo 

uma vez que, nos estágios iniciais da gestação (COCCHIARA et al., 1996; MARX et 

al., 1999) eles auxiliam na implantação do blastocisto e regulação do fluxo sanguíneo 

(SZELAG; MERWID-LAD; TROCHA, 2002a), enquanto que nos estágios tardios eles 

podem provocar um parto prematuro (WOIDACKI; JENSEN; ZENCLUSSEN, 2013). 

 

1.6. Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) 

Para que os linfócitos T reconheçam os antígenos associados às células hospedeiras, 

esses devem ser apresentados às células TCD4
+
 e TCD8

+
 e essa apresentação é realizada 

por moléculas (proteínas especializadas) que são expressas na superfície das células 

hospedeiras, codificadas por um gene denominado complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC), que está presente em todas as espécies de mamíferos 

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). 

Em camundongos, o MHC foi descoberto a partir de estudos de transplantes de 

tecidos e o lócus específico está ligado a um gene no cromossomo 17 que codifica um 

antígeno de grupo sanguíneo denominado antígeno II, portanto, esta região genética foi 

chamada de histocompatibilidade-2 ou H-2. Nos humanos, o MHC foi descoberto a 

partir da procura de moléculas de superfície celular específicas de um indivíduo e que 
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são estranhas a outro indivíduo e foi, então, denominado antígeno leucocitário humano 

(HLA) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). 

As respostas imunes desenvolvidas contra a toxoplasmose são caracterizadas por 

uma forte resposta de perfil Th1 com ativação das populações de linfócitos TCD4
+
 e 

TCD8
+
 específicos contra o parasito e consequente produção de IFN-γ, que é a citocina 

inflamatória chave na imunidade protetora anti-T. gondii (SUZUKI et al., 1988; 

GAZZINELLI et al., 1991; DENKERS; GAZZINELLI, 1998). 

Dentro das células do hospedeiro, algumas bactérias e parasitos habitam 

compartimentos especializados, como o fagossoma modificado da Mycobacterium 

tuberculosis e o vacúolo parasitóforo de T. gondii. Essa localização é uma tentativa de 

impedir que o material microbiano entre na via de vigilância do MHC classe I (MHC-I) 

(BLANCHARD; SHASTRI, 2010). 

Apesar disso, durante a infecção por T. gondii há o reconhecimento de peptídeos 

específicos por meio de moléculas do MHC-I pelas células TCD8
+ 

(CONG et al., 2012), 

que são as principais células do sistema imune contra a sobrevivência de tumores e 

patógenos intracelulares (BLANCHARD; SHASTRI, 2010), levando a uma resistência 

ao T. gondii em modelos murinos (CONG et al., 2012). 

O receptor de antígeno das células T (TCR) nas células TCD8
+
 reconhecem 

pequenos peptídeos que são apresentados pelas moléculas do MHC-I na superfície das 

células tumorais ou infectadas. Os produtos de degradação de proteínas intracelulares 

próprias ou codificadas por patógenos constituem uma importante fonte de peptídeos 

para via de apresentação pelo MHC-I que após o reconhecimento induzem os linfócitos 

TCD8
+
 citotóxicos a produzirem citocinas inflamatórias como IFN-γ e TNF-α 

(BLANCHARD; SHASTRI, 2010). 
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A ativação das células TCD4
+
 requer o processamento e apresentação de antígenos 

pelas moléculas do MHC classe II (MHC-II) (JANEWAY, 2001), no entanto, durante a 

infecção por T. gondii, o parasito manipula a apresentação de antígenos pelo MHC-II 

(LUDER et al., 1998; LUDER et al., 2001; MCKEE et al., 2004) inibindo a transcrição 

desses genes e sua expressão nas células infectadas, diminuindo assim as respostas das 

células TCD4
+
 do hospedeiro (LUDER et al., 2003; LANG et al., 2006). 

As células da placenta possuem uma capacidade única de selecionar genes 

específicos dentro do MHC, entre os quais está o HLA-G que pode ser responsável por 

uma reprogramação das respostas imunes maternas locais para promover a tolerância 

materno-fetal e, durante a infecção por T. gondii, contribuir no contrabalanço das 

respostas imunes Th1 citotóxicas (HUNT et al., 2005). 

A forte expressão de HLA-G nas células trofoblásticas pode inibir a lise por células 

NK maternas e pode mediar a supressão das respostas das células T alocitotóxicas 

contra o feto. Além disso, a expressão de HLA-G também conduz os fagócitos 

mononucleares para uma via supressora (HUNT et al., 2005). 

Os níveis de HLA-G solúveis (sHLA-G) são maiores em fluidos aminióticos 

provenientes de mulheres gestantes que adquiriram a infecção por T. gondii durante a 

gestação do que nas mulheres gestantes não infectadas e maiores também nos fetos que 

sofreram a infecção congênita comparado aos fetos sem a infecção congênita. Isso 

sugere que o sHLA-G participa da imunomodulação necessária para impedir a perda 

fetal durante a infecção por T. gondii, uma vez que a diminuição dessas formas está 

correlacionada com a perda fetal, embora uma alta expressão poderia favorecer a 

transmissão congênita (ROBERT-GANGNEUX et al., 2011b). 

Algumas proteínas solúveis do parasito inibem a expressão de moléculas de 

MHC-II induzidas por IFN-γ na superfície das células infectadas, sugerindo que essas 
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proteínas excretadas/secretadas desempenhem atividade imunomoduladora a partir da 

inibição da expressão do MHC-II e redução da expressão e liberação de TNF-α pelos 

macrófagos (LEROUX et al., 2015a). Além da regulação transcricional de MHC-II, o 

parasito controla a expressão de componentes importantes na via de apresentação de 

antígenos por MHC-II, tais como a cadeia invariante associada ao MHC-II (Ii ou CD74) 

e o peptídeo H2-DM, em células apresentadoras de antígeno profissionais (LEROUX et 

al., 2015b). 

Estudos prévios envolvendo camundongos BALB/c (H-2
d
) e C57BL/6 (H-2

b
) e 

as linhagens congênicas CB10-H2 (H-2
b
) e C57BL/KsJ (H-2

d
) demonstraram que as 

linhagens de camundongos que expressam o haplotipo “d” são mais resistentes a 

infecção pela cepa ME-49 de T. gondii do que camundongos que expressam o haplotipo 

“b” (RESENDE et al., 2008). 

Nossos resultados anteriores demonstraram que camundongos BALB/c 

apresentaram 50% de perda embrionária/fetal sob a infecção com T. gondii no início da 

gestação e que camundongos C57BL/6 se mostraram mais suscetíveis, com 90% de 

perda embrionária/fetal, infectados nas mesmas condições (COUTINHO et al., 2012). 

Além disso, estudos vêm sendo desenvolvidos com o intuito de desenvolvimento de 

vacinas contra T. gondii, sendo elas baseadas em peptídios derivados de epítopos de 

células TCD8
+
 restritos ao HLA os quais exibem alta afinidade de ligação e induz a 

liberação de IFN-γ a partir das células mononucleares de pessoas infectadas com T. 

gondii (CONG et al., 2012). 

Sendo assim, sabendo que a infecção por T. gondii durante a gestação acarreta 

comprometimento fetal ou provoca morte do feto no útero e aborto espontâneo e que os 

mecanismos envolvidos não são bem elucidados, nosso trabalho teve como objetivo 

verificar a influência do haplotipo do MHC no resultado da gestação em camundongos 
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congênicos CB10H2, (mesmo “background” genético do BALB/c e haplotipo do MHC 

H-2
b
) e C57BL/KsJ, (mesmo “background” genético do C57BL/6  e haplotipo do MHC 

H-2
d
)  infectados por T. gondii. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

O objetivo deste trabalho experimental foi verificar a influência do haplotipo do 

MHC na suscetibilidade de camundongos congênicos CB10-H2 (mesmo “background” 

genético do BALB/c e haplotipo do MHC H-2
b
) e C57BL/KsJ (mesmo “background” 

genético do C57BL/6  e haplotipo do MHC H-2
d
) frente à infecção congênita por T. 

gondii, adquirida no início da gestação.  

 

2.2. Objetivos específicos 

 Analisar o índice de aborto/reabsorção fetal em fêmeas de camundongos CB10-

H2 e C57BL/KsJ infectadas com T. gondii no primeiro dia de gestação e 

sacrificadas aos 8 ou 18 dias pós infecção;  

 

 Quantificar o parasitismo tecidual no útero/placenta, bem como no pulmão e 

cérebro de fêmeas de camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ infectadas com T. 

gondii no primeiro dia de gestação e sacrificadas aos 8 ou 18 dias pós infecção;  

 

 Analisar o processo inflamatório no útero/placenta de fêmeas de camundongos 

CB10-H2 e C57BL/KsJ, infectadas com T. gondii no primeiro dia de gestação e 

sacrificadas aos 8 ou 18 dias pós infecção;  

 

 Caracterizar o perfil sistêmico e in situ de citocinas, assim como a expressão de 

mRNA para cma1, mctp4 e Foxp3 no útero/placenta de fêmeas de camundongos 

CB10-H2 e C57BL/KsJ infectadas com T. gondii no primeiro dia de gestação e 

sacrificadas aos 8 ou 18 dias pós infecção;  
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 Verificar a presença de mastócitos totais, granulados e desgranulados no 

útero/placenta de fêmeas de camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ, infectadas 

com T. gondii no primeiro dia de gestação e sacrificadas aos 8 ou 18 dias após a 

infecção; 

 

 Avaliar os níveis dos isotipos de imunoglobulinas específicas para T. gondii no 

soro de fêmeas de camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ, infectadas com T. 

gondii no primeiro dia de gestação e sacrificadas aos 8 ou 18 dias de infecção.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais de experimentação 

 O presente estudo utilizou camundongos de 8 - 12 semanas de idade das linhagens 

CB10-H2 e C57BL/KsJ, que foram gentilmente doados pelo Prof. Dr. Ricardo T. 

Gazzinelli, Centro de Pesquisa René Rachou – Belo Horizonte/MG e mantidos no 

Centro de Bioterismo e Experimentação Animal (CBEA) da Universidade Federal de 

Uberlândia (UFU), livres de patógenos específicos, em ciclos de 12 horas luz/escuro e 

livre acesso à ração e água filtrada. 

 

3.2. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 

 O desenvolvimento do experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética na 

Utilização de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlândia (UFU) sob o 

protocolo de número 046/12 (ANEXO I).  

 

3.3. Organismos infecciosos 

A cepa ME49 de T. gondii foi mantida em roedores Calomys callosus, os quais 

foram inoculados por via oral com 20 cistos de T. gondii. Um mês após o inóculo, o 

cérebro foi removido, lavado em solução salina tamponada com fosfato (PBS) 0,01 M, 

estéril, pH 7.2 e homogeneizado com uma seringa e agulha de calibre 25 x 7. Os cistos 

cerebrais foram contados sob microscopia de luz utilizando uma objetiva de 10x de 

aumento e utilizados para a infecção dos animais (BARBOSA et al., 2007). 

 

3.4. Acasalamento e detecção de prenhez 

Fêmeas virgens foram acasaladas com machos das suas respectivas linhagens na 

proporção de duas fêmeas para cada macho até completarmos um mínimo de cinco 
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animais para cada grupo experimental. Todos os dias, pela manhã, as fêmeas foram 

observadas para verificar se havia presença da rolha vaginal (mistura de sêmen com 

secreção vaginal). O dia da detecção desse sinal foi considerado como o primeiro dia de 

gestação.  

As fêmeas com presença da rolha vaginal foram separadas e infectadas por via oral 

no 1º dia de gestação com T. gondii distinguindo dois grupos experimentais, um grupo 

foi sacrificado aos oito dias de gestação e infecção (8dG/8dI) e o outro aos dezoito dias 

de gestação e infecção (18dG/18dI).  

Grupos controles também foram avaliados sendo estes compostos por fêmeas não 

gestantes e não infectadas (NG/NI), bem como gestantes não infectadas com oito 

(8dG/NI) e dezoito dias de gestação (18dG/NI), assim como fêmeas não gestantes e 

infectadas analisadas aos oito (NG/8dI) e dezoito (NG/18dI) dias após a infecção. 

 

3.5. Infecção experimental, coleta e processamento do material  

Após o acasalamento e detecção da rolha vaginal, considerado como primeiro dia de 

gestação, as fêmeas gestantes foram oralmente inoculadas com 5 cistos da cepa ME49 

de T. gondii diluídos em 200 µl de PBS. No dia da eutanásia das fêmeas, de acordo com 

cada grupo experimental, as fêmeas foram anestesiadas com Cetamine (Syntec Brasil 

Ltda, SP, Brasil)/Xilazine (Schering-Plough Coopers, SP, Brasil) intraperitonealmente 

(SILVA et al., 2009) e o sangue foi coletado por punção do plexo retro orbital. Após a 

retração do coágulo, o soro foi segregado por centrifugação do sangue durante 5 

minutos a 500 x g e mantido a -80 °C até o momento do uso. 

As fêmeas foram, então, eutanasiadas por deslocamento cervical e o pulmão, 

cérebro útero e placenta foram coletados e acondicionados de acordo com a finalidade 

experimental.  
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Quando o útero das fêmeas gestantes foi removido, os mesmos foram documentados 

quanto aos sítios de implantação/reabsorção. A porcentagem de aborto foi calculada 

como a razão entre os sítios de reabsorção (ausência de embrião/feto em animais onde 

se detectou a rolha vaginal anteriormente), pelo total de sítios de implantação (sítios de 

reabsorção mais sítios de implantação) como previamente descrito (JOACHIM et al., 

2001; ZENCLUSSEN et al., 2002; SHIONO et al., 2007). 

 Para microscopia de luz, pulmão, cérebro, útero e placenta foram coletados e 

fixados em formol tamponado 10% ou Carnoy e posteriormente incluídos em parafina.   

 Para realização da reação em cadeia da polimerase (PCR), fragmentos de tecidos 

materno/embrionários ou materno/fetais foram coletados, lavados em solução salina 

tamponada com fosfato (PBS), acondicionados em tubos eppendorf e imediatamente 

congelados em nitrogênio líquido e armazenados em freezer –80ºC até o momento do 

uso. 

 

3.6. Análises histológicas 

Para análises das alterações histológicas, útero e placenta foram fixados em formol 

tamponado 10%, processados para inclusão em parafina e os cortes histológicos foram 

confeccionados. Os cortes teciduais de 4µm de espessura foram corados com 

Hematoxilina-Eosina (HE) e analisados em microscópio óptico. 

Foi avaliada a infiltração de leucócitos no útero e placenta e no útero foi observada a 

infiltração de células inflamatórias e presença de necrose nos sítios de implantação. 

Todas as análises foram feitas em dois cortes histológicos por camundongo, em pelo 

menos 5 fêmeas por grupo, com a objetiva de 40x de aumento, em ensaio duplo cego.  

Além disso, cortes histológicos de útero e placenta fixados em Carnoy foram 

corados com Azul de Toluidina para quantificação de mastócitos por microscopia de 
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luz, que foi realizada em 35 campos microscópicos utilizando uma objetiva de 40x de 

aumento. Tais cortes foram avaliados quanto à presença de mastócitos granulados e/ou 

desgranulados. 

Resumidamente, as lâminas foram desparafinizadas e hidratadas, imersas em água 

corrente e destilada durante 10 e 5 minutos, respectivamente e mergulhadas em tampão 

fosfato citrato pH 3.0 durante cinco minutos. Feito isso, as lâminas foram imersas em 

Azul de Toluidina 0,5% em tampão fosfato citrato pH 3.0 durante três minutos e 

lavadas em tampão fosfato citrato pH 3.0 para retirar o excesso do corante 

(diferenciação). Na sequência as lâminas foram desidratadas, diafanizadas e montadas 

com Entellan. 

 

3.7. Imunohistoquímica para detecção de parasitos 

O parasitismo tecidual foi avaliado no pulmão, cérebro, útero e placenta por 

imunohistoquímica como previamente descrito (BENEVIDES et al., 2008). 

Resumidamente, os cortes, desparafinizados, foram primeiramente incubados com 

peróxido de hidrogênio (H2O2) 3% para bloquear a peroxidase endógena. O resgate 

antigênico foi feito em tampão citrato, pH 6.0, em forno microondas e os sítios não 

específicos foram bloqueados por incubação dos cortes com leite desnatado 0,3% 

(Molico - Nestlé). Feito isso, os cortes foram incubados durante a noite toda, com soro 

de C. callosus anti-T. gondii diluído em saponina 0,01% (1:100) e, posteriormente, com 

IgG de cabra anti camundongo biotinilada (Jackson ImmunoResearch, Laboratories, 

INC.). A reação foi amplificada usando o sistema ABC (Kit ABC, PK-4000; Vector 

Laboratories, Inc., Burlingame, Calif.) e desenvolvida com diaminobenzidina (DAB) 

(Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA). Os cortes foram contra corados com 

hematoxilina de Harris, montados entre lâmina e lamínula e examinados em 
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microscópio de luz. O parasitismo tecidual foi avaliado contando-se o número de 

vacúolos parasitóforos e estruturas como cistos presentes em 35 campos microscópicos 

no útero/placenta e em 100 campos no pulmão e cérebro. As análises foram feitas 

utilizando-se uma objetiva de 40x de aumento, em 2 secções teciduais por camundongo 

e no mínimo 5 fêmeas por grupo experimental. 

 

3.8. Avaliação da expressão de RNA mensageiro (mRNA) para CMA1, MCPT4, 

FOXP3, SAG-1, IL-13, IL-10, TGF-β, IL-17 IFN-γ e TNF no útero e placenta dos 

animais experimentais. 

3.8.1. Extração de mRNA e confecção do DNA complementar 

A extração do RNA total foi realizada com o reagente Trizol, seguindo-se o 

protocolo recomendado pelo fabricante (Life Technologies, Carlsbad, USA). 

Brevemente, para cada amostra, foi adicionado o reagente Trizol (1 mL para 100 mg de 

tecido), agitando por 30 segundos e deixando à temperatura ambiente por 5 minutos. 

Para cada 1 mL da suspensão foram adicionados 0,2 mL de clorofórmio e as amostras 

foram centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos a 4C. A fase aquosa (500µl) foi 

transferida para outro tubo eppendorf e foi adicionado 0,5 mL de isopropanol gelado, 

com posterior agitação em “vortex” e incubação por 10 minutos em temperatura 

ambiente seguido de nova centrifugação a 12.000 x g por 10 minutos a 4C. O 

sobrenadante foi removido por inversão e ao pellet foram adicionados 950µl de etanol 

75% seguido de agitação em “vortex” e centrifugação a 7.500 x g por 5 minutos a 4C. 

O sobrenadante foi cuidadosamente removido por inversão e os pellets foram 

ressuspendidos em água de injeção e armazenado a –80º C. Alíquotas de 2l de cada 

amostra, diluídas em 98l de água de injeção (fator de diluição de 50X) foram utilizadas 
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para a obtenção da concentração de RNA/l nas amostras determinadas usando o 

aparelho GeneQuant 1300 spectrophotometer (GE Healthcare).  

A reação para confecção do cDNA foi realizada utilizando RNA (5ng/μL) e oligo  

(dT) primer (Promega, Fitchburg, EUA) diluídos em água de injeção. A mistura foi 

aquecida a 70 °C durante 5 minutos em temociclador Arktik Thermal Cycler (Thermo 

Scientific) e depois foram adicionados 11,5µl de uma solução contendo um tampão, 

MgCl2, dNTPs, a enzima transcriptase reversa (Promega) e água de acordo com as 

concentrações recomendadas pelo fabricante. Em seguida, a mistura final foi incubada a 

42 °C por 1 hora no mesmo termociclador. Por fim, foram adicionados 17,5μL de água 

de injeção e as amostras foram acondicionadas a -20 °C até o momento do uso. 

 

3.8.2. Quantificação das mensagens por reação de PCR quantitativa (qPCR)  

Para a reação de qPCR, as amostras (2μL) foram misturadas com SYBR (SYBR
®
 

Select Master Mix, Applied Biosystems) e 0,15 pMol/μL de cada primer (Tabela 1) até 

o volume final de 10μL por reação. Todas as amostras também foram submetidas a 

reações para a detecção de RNA mensageiro para GAPDH utilizado como controle 

positivo da reação de amplificação e uma amostra negativa (água) foi submetida à 

reação com cada par das sequências dos primers utilizados. 

A reação foi realizada utilizando 40 ciclos com temperatura de anelamento a 62 °C 

por 2 minutos desenvolvida em aparelho de qPCR ABI7500 (Life Technologies). A 

análise dos resultados foi feita pelo método do delta-delta Ct (LIVAK, SCHMITTEN, 

2001). 
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Tabela 1. Lista das sequências dos primers utilizados para os ensaios de expressão 

gênica por qPCR. 

 

Nome do gene 

 

Sequências do Primers 

GAPDH GGAGAAACCTGCCAAGTATGATG 

 CAGTGTAGCCCAAGATGCCC 

IFN-γ GGCTGTTTCTGGCTGTTACTGC 

 CATCCTTTTGCCAGTTCCTCC 

IL-17a CCACCGCAATGAAGACCCT 

 GCTTTCCCTCCGCATTGAC 

IL-13 GAGCAACATCACACAAGACCAGA 

 GAATCCAGGGCTACACAGAACC 

IL-10 TTTAAGGGTTACTTGGGTTGCC 

 CGCATCCTGAGGGTCTTCA 

TGF-β ACCGCAACAACGCCATCT 

 AGTCTGTAAGCCCTTCGTCAC 

TNF CCACCACGCTCTTCTGTCTACTG 

 GATCTGAGTGTGAGGGTCTGGG 

FOXP3 AGAATGCCATCCGCCACA 

 CACACTGCTCCCTTCTCGCT 

SAG-1 TTTCCGAAGGCAGTGAGACG 

 CCATAACGCCACATCGCA 

CMA-1 TACAGACAGGCCAGATCGCAT 

 TTGCCAGCCTGTGAGGAAA 

MCPT-4 GAAGTGAAAAGCCTGACCTGC 

 CATGCTTTGTTGAACCCAAGG 
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3.9. Mensuração de citocinas no soro dos animais experimentais por “Cytometric 

Beads Array” (CBA) 

 As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ e IL-17A foram quantificadas 

pelo método “cytometric beads array assay” (CBA) (BD, San Jose, CA, USA) de 

acordo com as instruções do fabricante. As amostras de soro foram adquiridas usando o 

aparelho FACSCanto II Flow Cytometer (BD, Biosciences, México) e analisadas pelo 

FCAPARRAY
TM

 Software - versão 3.0 BD Biosciences – San Jose, CA – USA. 

 

3.10. Detecção de anticorpos IgG específicos anti-T. gondii 

Para confirmar a soroconversão dos animais, foi realizado um imunoensaio 

enzimático (ELISA) indireto para detectar a presença de anticorpos IgG total, IgG1 e 

IgG2a específicas anti-T. gondii. 

Para a detecção de IgG total específica, placas de microtitulação de poliestireno de 

baixa afinidade (Kartell SPA, Novigilio, Milão, Itália) foram sensibilizadas durante toda 

a noite com antígeno solúvel de T. gondii a 10 g/ml em tampão carbonato 0,06 M, pH 

9.6. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS mais Tween-20 0,05% (PBS-T) e 

incubadas com as amostras de soro de camundongo diluídas na proporção de 1:16 em 

PBS contendo leite desnatado 5% (PBS-TM) durante 1 hora à 37 ºC. Após novas 

lavagens, as placas foram incubadas com IgG de cabra anti camundongo marcada com 

peroxidase (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA) diluída numa proporção 1:1000 

em PBS-TM durante 1 hora à 37 ºC. Após novas lavagens, a reação foi desenvolvida 

com o substrato enzimático que consiste em H2O2 3% e 1 mg/ml de o-fenilenodiamina 

(OPD) em tampão fosfato citrato 0,1M, pH 5.0. A reação foi interrompida com H2SO4 2 

N e a densidade óptica (DO) foi mensurada a 492 nm, usando um leitor de placa (Versa 

Max Microplate Reader, Molecular Devices). 
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3.11. Detecção de isotipos de anticorpos IgG1, IgG2a e IgG2b específicos anti-T. 

gondii 

Para a detecção de IgG1 e IgG2a/IgG2b específicos anti-T. gondii, placas de 

microtitulação de poliestireno de alta afinidade (Corning Incorporated Costar, New 

York, NY, USA) foram incubadas durante toda a noite a 4 ºC com antígeno solúvel de 

T. gondii (10 g/ml), lavadas com PBS-T e bloqueadas com PBS-TM durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Após novas lavagens, as placas foram incubadas com as 

amostras de soro de camundongo diluídas na proporção de 1:10 em PBS-TM e 

incubadas durante 2 horas a 37 °C. As subclasses de IgG foram detectadas com 

anticorpos secundários de cabra anti-IgG1 ou anti-IgG2a ou anti-IgG2b de camundongo 

(Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA) diluídos numa proporção de 1:250 em PBS-

TM e incubados durante 2 horas a 37 °C. Após novas lavagens, as placas foram 

incubadas com IgG de coelho anti-cabra marcada com peroxidase (Sigma Chemical Co. 

St Louis, MO, EUA) diluído numa proporção de 1:10.000 em PBS-TM e incubadas 

durante 30 minutos a 37 ºC. Após novas lavagens, a reação foi desenvolvida com 2,2’-

azino-bis-3-etil-benztiazolina ácido sulfônico (ABTS) 0,01 M (Sigma Chemical Co. St 

Louis, MO, EUA) e H2O2 3% e a DO foi determinada a 405 nm. Os resultados foram 

expressos pelo índice ELISA (IE) como se segue: IE = DO da amostra, onde o corte foi 

estabelecido como a média dos valores da DO dos soros do controle negativo mais 3 

desvios padrão. Baseado em testes de rotina realizados com soros controles negativos e 

positivos, valores de IE > 1.0 foram considerados resultados positivos. 
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3.12. Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prisma 5.0 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados foram expressos como 

média ± desvio padrão (DP) dos grupos experimentais. A comparação de dados entre as 

linhagens CB10-H2 e C57BL/KsJ foi analisada pelo teste t de Student, enquanto que a 

comparação entre as diferentes condições experimentais foi analisada pelo teste 

ANOVA (Two-Way) e pelo pós-teste de comparação múltipla de Bonferroni. A 

comparação do índice de aborto entre as linhagens foi analisada pelo teste exato de 

Fischer. As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05. 

 

3.13. Normas de Biossegurança 

Todos os procedimentos, incluindo a coleta do material biológico, utilização dos 

reagentes e dos equipamentos, bem como manuseio e conduta com os animais foram 

realizados de acordo com as normas de biossegurança compatíveis (MINEO et al., 

2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 

 

4. Resultados 

4.1. Índice de reabsorção fetal frente à infecção por T. gondii 

Neste trabalho, nós investigamos se os danos gestacionais que ocorrem durante a 

gestação e infecção por T. gondii poderiam sofrer influência do haplotipo do MHC e, 

para isto, nós avaliamos os resultados gestacionais em fêmeas CB10-H2 e C57BL/KsJ 

infectadas pelo parasito. 

Foi possível observar que 100% das fêmeas, tanto CB10-H2 quanto C57BL/KsJ, 

não infectadas apresentaram sítios de implantação aos 8 dias de gestação (Figura 3A) e 

fetos no útero aos 18 dias de gestação (Tabelas 2 e 3).  

Por outro lado, 40% das fêmeas CB10-H2 aos 8 dias de gestação e infecção 

(8dG/8dI) apresentaram  embriões no útero sendo que todos eles apresentavam aspecto 

hemorrágico (Tabela 3). Quanto ao grupo das fêmeas C57BL/KsJ, 33% das fêmeas 

apresentaram embriões no útero aos 8dG/8dI e eles apresentavam tanto aspectos 

normais (Tabela 3) quanto hemorrágicos (Tabela 3, Figura 3B).  

Isto é, houve uma taxa de reabsorção fetal/aborto de 60% entre as fêmeas CB10-

H2 e de 67% entre as fêmeas C57BL/KsJ. Além disso, o útero de algumas fêmeas 

C57BL/KsJ aos 8dG/8dI apresentou-se bastante espesso e vascularizado. 

Aos 18 dias de gestação e infecção (18dG/18dI) somente 20% das fêmeas CB10-

H2 apresentaram fetos no útero sendo eles tanto normais quanto hemorrágicos (Tabelas 

2 e 3; Figura 3C), enquanto que nenhuma das fêmeas C57BL/KsJ apresentaram fetos 

aos 18dG/18dI (Tabelas 2 e 3). Ou seja, aos 18dG/18dI os índices de reabsorção 

fetal/aborto foram de 80% e 100% para CB10-H2 e C57BL/KsJ, respectivamente. 

Nossos resultados sugerem que a infecção por T. gondii afeta o processo 

gestacional tanto nos estágios precoces (8dG/8dI) quanto nos estágios tardios 

(18dG/18dI) da gestação e que os danos gestacionais observados foram similares para 
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ambas as linhagens de camundongos, uma vez que não houve diferença significativa 

quando os índices de aborto foram comparados entre as linhagens CB10-H2 e 

C57BL/KsJ. 
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Tabela 2. Presença de fetos no útero e índice de reabsorção fetal em fêmeas de 

camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ infectadas por via oral com cinco cistos da cepa 

ME-49 de T. gondii no primeiro dia de gestação e sacrificadas aos 8 ou 18 dias de 

gestação, bem como fêmeas controles com 8 ou 18 dias de gestação não infectadas.  

  
Grupos Experimentais 

Linhagem  

  8dG  18dG  

  8dI NI   18dI NI   

CB10-H2 

Média de sítios normais
a
 0 3,4   0,8 4,8   

Média do total de sítios de implantação
b
 1,4 3,8   1,4 8,2   

Número de fêmeas com sítios de 

implantação/número de fêmeas com presença 

da rolha vaginal 

2/(5) 5/(5)   1/(5) 5/(5)   

C57BL/KsJ 

Média de sítios normais
a
 1,4 6,4   0 6,4   

Média do total de sítios de implantação
b
 1,4 6,4   0 7   

Número de fêmeas com sítios de 

implantação/número de fêmeas com presença 

da rolha vaginal 

2/(6) 4/(5)   0/(5) 5/(5)   

Após o acasalamento e detecção da rolha vaginal, fêmeas consideradas gestantes foram oralmente 

inoculadas com cinco cistos da cepa ME49 de T. gondii no primeiro de gestação. As fêmeas foram 

divididas em dois grupos experimentais, sendo um grupo sacrificado aos 8 dias de gestação/infecção e o 

outro aos 18 dias de gestação/infecção e analisadas quanto ao índice de aborto. O número entre parênteses 

indica o número de fêmeas por grupo. 
a
Média de sítios normais calculada como a razão do total de sítios 

normais para cada grupo pelo número do total de fêmeas de cada grupo. 
b
Média do total de sítios de 

implantação foi calculada como a razão do total de sítios de implantação (sítios normais + sítios de 

reabsorção) para cada grupo pelo número do total de fêmeas de cada grupo. Dias de gestação (dG); Dias 

de infecção (dI); Não gestantes (NG); Não infectadas (NI). Os dados foram estatisticamente analisados 

pelo teste exato de Fisher. 
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Tabela 3. Presença de embriões ou fetos no útero em fêmeas de camundongos CB10-

H2 e C57BL/KsJ infectadas por via oral com cinco cistos da cepa ME-49 de T. gondii 

no primeiro dia de gestação e sacrificadas aos 8 ou 18 dias de gestação, bem como 

fêmeas controles com 8 ou 18 dias de gestação não infectadas.  

  Número de embriões/Fetos 

Linhagem Fêmeas 8dG 18dG 

  8dI NI 18dI NI 

CB10-H2 

1 0 1 (N) 4 (N) + 3 (H) 4 (N) + 3 (H) 

2 0 6 (N) 0 4 (N) + 5 (H) 

3 5 (H) 2 (H) 0 10 (N) 

4 2 (H) 1 (N) 0 2 (N) + 4 (H) 

5 0 9 (N) 0 4 (N) + 5 (H) 

C57BL/KsJ 

1 0 9 (N) 0 6 (N) 

2 0 8 (N) 0 7 (N) 

3 0 0 0 5 (N) + 2 (H) 

4 7 (N) 7 (N) 0 6 (N) 

5 0 8 (N) 0 8 (N) + 1 (H) 

 6 7 (H) - - - 

Após o acasalamento e detecção da rolha vaginal, fêmeas consideradas gestantes foram oralmente 

inoculadas com cinco cistos da cepa ME49 de T. gondii no primeiro de gestação. As fêmeas foram 

divididas em dois grupos experimentais, sendo um grupo sacrificado aos 8 dias de gestação/infecção e o 

outro aos 18 dias de gestação/infecção e analisadas quanto ao índice de aborto. O número de embriões ou 

fetos presentes no útero no momento do sacrifício foi documentado. Dias de gestação (dG); Dias de 

infecção (dI); Não infectadas (NI); Embriões/Fetos normais (N); Embriões/Fetos hemorrágicos (H). 
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Figura 3 

 

 
Figura 3: Fotografia representativa do útero de uma fêmea CB10-H2 aos 8 dias de gestação, não 

infectada (8dG/NI) com sítios de implantações normais (A); útero de uma C57BL/KsJ aos 8 dias de 

gestação e infecção (8dG/8dI) com a presença de sítios de implantação hemorrágicos (B); uma fêmea 

CB10-H2 aos 18 dias de gestação e infecção (18dG/18dI) com a presença de fetos normais (asteriscos 

brancos) e, também, sítios de implantação hemorrágicos/fetos em processo de reabsorção (setas pretas) 

(C). 
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4.2. Análises histológicas do útero/placenta de fêmeas CB10-H2 e C57BL/KsJ 

infectadas com T. gondii 

 

Como foram observados danos gestacionais graves em ambas as linhagens de 

camundongos, tanto nos estágios precoces quanto nos estágios tardios da gestação após 

a infecção com T. gondii, os úteros e placentas das fêmeas experimentais foram 

histologicamente analisadas para verificarmos a presença de patologia nesses órgãos. 

Aos 8dG/8dI o útero e decídua das fêmeas CB10-H2 apresentaram focos 

inflamatórios e alguns deles estavam entre a musculatura lisa e o endométrio. Também 

foram observados grandes números de células polimorfonucleares disseminadas pelo 

endométrio. 

Nessas fêmeas CB10-H2 aos 8dG/8dI, todos os sítios de implantação estavam 

hemorrágicos e necróticos (Tabela 3) e nesses sítios a decídua próxima ao sitio de 

implantação estava totalmente necrosada (Figura 4A, seta) e com alguns debris 

celulares. Além disso, foram observados edemas no parênquima de algumas fêmeas 

dessa condição experimental (Figura 4B, asteriscos).  

Com relação às fêmeas C57BL/KsJ, das seis fêmeas analisadas apenas duas 

apresentaram embriões no útero aos 8dG/8dI, sendo que uma fêmea apresentou sítios de 

implantação normais (Tabela 3) enquanto que na outra fêmea, todos os sítios de 

implantação estavam hemorrágicos (Tabela 3; Figura 3B) . 

As fêmeas CB10-H2 aos 8 dias de infecção, não gestantes (NG/8dI) também 

apresentaram edema e inflamação no útero (Figura 4C) e algumas das fêmeas CB10-H2 

que não apresentaram fetos no útero aos 18dG/18dI, estavam com útero altamente 

inflamado (Figura 4D). 
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Figura 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Fotomicrografia representativa das mudanças histológicas no útero e decídua pela coloração de 

Hematoxilina-Eosina em fêmeas CB10-H2 infectadas com 5 cistos da cepa ME-49 de T. gondii, via oral 

(A, B, C e D). Útero de fêmeas CB10-H2 aos 8 dias de gestação e infecção (8dG/8dI) (A, B); útero de 

uma fêmeas CB10-H2 aos 8 dias de infecção, não gestante (NG/8dI) (C) e o útero de uma fêmeas CB10-

H2 aos 18 dias de gestação e infecção (18dG/18dI) (D). As setas indicam a decídua próxima ao embrião 

totalmente necrosada (A). Os asteriscos indicam edema no parênquima do útero infectado (B). Dias de 

gestação (dG); dias de infecção (dI) e fêmeas não gestantes (NG).  
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4.3. Parasitismo tecidual no útero, placenta, pulmão e cérebro das fêmeas 

infectadas com T. gondii 

Como foram observados danos gestacionais nas fêmeas CB10-H2 e C57BL/KsJ 

e danos histológicos no útero das fêmeas CB10-H2, nós avaliamos o parasitismo 

tecidual nesse órgão para observarmos se a carga parasitária nesse local estaria 

provocando os danos observados. 

O parasitismo tecidual foi analisado por imunohistoquímica no útero e placenta 

das fêmeas aos 8 e 18 dias infecção por T. gondii, gestantes ou não, e não foram 

observados parasitos nos sítios avaliados em nenhuma linhagem de camundongo. Deste 

modo, a expressão de mRNA para SAG-1 foi investigada por qPCR e foram detectados 

níveis mínimos de expressão no útero e placenta (dados não mostrados). 

Para obtermos a confirmação da infecção, o parasitismo foi investigado no 

pulmão e no cérebro, que são os principais sítios de proliferação do parasito (SILVA et 

al., 2009). 

Aos 8 dias de infecção o parasitismo foi aparentemente maior no pulmão das 

fêmeas C57BL/KsJ do que nas fêmeas CB10-H2, independentemente da gestação 

(Figura 5A). Já aos 18 dias de infecção, o parasitismo pulmonar foi aparentemente 

maior nas fêmeas CB10-H2 não gestantes comparadas às fêmeas C57BL/KsJ nas 

mesmas condições. Por outro lado, aos 18dG/18dI o parasitismo pulmonar parece 

similar para ambas as linhagens (Figura 5A). 

Entre as fêmeas da linhagem CB10-H2, não houve diferença significante na 

carga parasitária observada no pulmão entre as diferentes condições experimentais. Em 

relação às fêmeas da linhagem C57BL/KsJ, estas apresentaram uma diminuição 

significativa de parasitos dos 8 para os 18 dias de infecção, sendo estatisticamente 
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significante nos grupos não gestantes (p<0,05). Tal fato pode ser atribuído ao 

estabelecimento da fase crônica da doença (Figura 5A). 

No cérebro o parasito foi raramente encontrado aos 8 dias de infecção, 

independente da gestação, em ambas as linhagens de camundongos. No entanto, aos 18 

dias de infecção tanto CB10-H2, quanto C57BL/KsJ apresentaram alta carga parasitária 

no cérebro, independente da gestação. 

Na fase mais tardia da infecção as fêmeas CB10-H2 não gestantes (NG/18dI) 

apresentaram carga parasitária significativamente maior do que nas fêmeas aos 8 dias de 

infecção (NG/8dI) (p<0,05) (Figura 5B). A carga parasitária nas fêmeas gestantes aos 

18 dias de infecção (18dG/18dI) aumentou significativamente com relação às fêmeas 

aos 8 dias de infecção (8dG/8dI) em ambas as linhagens de camundongos (p<0,05) 

(Figura 5B). 

Além disso, aos 18dG/18dI essa carga parasitária foi aparentemente maior do 

que nas fêmeas não gestantes, aos 18 dias de infecção (NG/18dI) em ambas as linhagens 

(Figura 5B). Esses dados demonstram que a multiplicação de T. gondii ocorreu 

normalmente no pulmão e no cérebro de ambas as linhagens de camundongos. 
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Figura 5 
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Figura 5. Parasitismo tecidual em fêmeas CB10-H2 e C57BL/KsJ infectadas com 5 cistos da cepa ME-49 

de T. gondii, por via oral, no primeiro dia de gestação e analisadas aos 8 e 18 dias após infecção (8dG/8dI 

e 18dG/18dI) e fêmeas aos 8 e 18 dias de infecção, não gestantes (NG/8dI e NG/18dI) como controles. O 

parasitismo tecidual no pulmão (A) e no cérebro (B) foi detectado por imunohistoquímica e a 

quantificação foi feita por contagem do número de vacúolos parasitóforos e estruturas como cisto em 100 

campos microscópicos dos tecidos pulmonar e cerebral. Os dados são representativos de, pelo menos, 

dois experimentos independentes (ensaio duplo cego) com, no mínimo, cinco camundongos por grupo, 

sendo que os resultados foram similares entra ambos os observadores. O teste t de Student foi aplicado 

para determinar a diferença estatística entre as linhagens nas diferentes condições (*), enquanto que as 

comparações entre as diferentes condições dentro de cada linhagem isoladamente foram analisadas pelo 

teste ANOVA e pós-teste de comparação múltipla de Bonferroni (#). Dias de gestação (dG); dias de 

infecção (dI). 
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4.4. Detecção sistêmica de citocinas nas fêmeas CB10-H2 e C57BL/KsJ 

 

Após a confirmação da infecção pelo parasitismo pulmonar e cerebral, nós 

avaliamos a produção de citocinas produzidas pelas fêmeas de ambas as linhagens de 

camundongos, para verificar se o perfil sistêmico de citocinas estaria relacionado com 

os danos gestacionais observados durante a infecção por T. gondii. Assim, os níveis de 

IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-γ, TNF e IL-17A foram mensurados nas amostras de soro 

das fêmeas CB10-H2 e C57BL/KsJ por CBA.  

Como resultado, a infecção por T. gondii provocou aumento aparentemente 

maior nos níveis de IL-2 no soro das fêmeas C57BL/KsJ do que nas CB10-H2, sendo 

estatisticamente significante nas fêmeas aos 8 dias de gestação e infecção (p=0,0195) 

(Figura 6A).  

Entre as fêmeas da linhagem CB10-H2 houve aumento na detecção de IL-2 no 

soro das fêmeas não gestantes aos 8 dias de infecção, comparadas às fêmeas aos 8 dias 

de gestação, não infectadas (p<0,05) e, também, em relação às fêmeas não gestantes e 

não infectadas (p<0,01) (Figura 6A).  

Ambas as linhagens produziram níveis similares de IL-4, exceto nas fêmeas não 

gestantes aos 8 dias de infecção, cujos níveis dessa citocina foram significativamente 

maiores nas fêmeas da linhagem CB10-H2 do que nas C57BL/KsJ (p=0,0195) (Figura 

6B). 

Entre as fêmeas da linhagem C57BL/KsJ houve um pico de produção de IL-4 

aos 18 dias de gestação e infecção sendo que, nesta condição, a produção de IL-4 foi 

significativamente maior do que nas fêmeas não gestantes e não infectadas (p<0,001), 

aos 18 dias de gestação não infectadas (p<0,01) e não gestantes aos 18 dias de infecção 

(p<0,01). Além disso, a produção de IL-4 foi significativamente maior nas fêmeas 
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C57BL/KsJ aos 18 dias de gestação e infecção do que nas fêmeas C57BL/KsJ aos 8 dias 

de gestação e infecção (p<0,05) (Figura 6B). 

Ao analisarmos a produção de IL-6, as fêmeas C57BL/KsJ produziram níveis 

significativamente maiores quando não gestantes e não infectadas (p=0,0159), aos 8 

dias de gestação e infecção (p=0,0159), não gestantes aos 18 dias de infecção 

(p=0,0079) e aos 18 dias de gestação e infecção (p=0,0159) do que as fêmeas da 

linhagem CB10-H2 (Figura 6C). 

Na linhagem CB10-H2, as fêmeas aos 8 dias de infecção, independente da 

gestação, produziram maiores níveis de IL-6 em relação às fêmeas não gestantes e não 

infectadas (p<0,001) e, também, em relação às fêmeas aos 8 dias de gestação não 

infectadas (p<0,001) (Figura 6C). Além disso, as fêmeas CB10-H2 não gestantes 

produziram níveis de IL-6 significativamente menores aos 18 dias de infecção comparas 

às fêmeas aos 8 dias de infecção (p<0,001) e essa produção também foi menor nas 

fêmeas aos 18 dias de gestação e infecção comparadas com as fêmeas aos 8 dias de 

gestação e infecção (p<0,001) (Figura 6C). 

 Dentro da linhagem C57BL/KsJ, as fêmeas aos 8 dias de gestação e infecção 

(p<0,001), bem como as fêmeas não gestantes aos 8 (p<0,001) e aos 18 (p<0,01) dias de 

infecção produziram maiores níveis de IL-6 em relação às fêmeas não gestantes e não 

infectadas (Figura 6C). As fêmeas C57BL/KsJ aos 8 dias de gestação e infecção 

também produziram maiores níveis de IL-6 em relação às fêmeas não gestantes aos 8 

dias de infecção (p<0,01) e aos 8 dias de gestação, não infectadas (p<0,001). Por sua 

vez, a produção de IL-6 foi maior nas fêmeas não gestantes, com 8 dias de infecção em 

relação às fêmeas não infectadas, aos 8 dias de gestação (p<0,001) (Figura 6C). 

As fêmeas C57BL/KsJ não gestantes aos 18 dias de infecção produziram 

maiores níveis de IL-6 do que as fêmeas aos 18 dias de gestação, não infectadas 
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(p<0,01) e, ainda, as fêmeas C57BL/KsJ produziram níveis significativamente maiores 

dessa citocina aos 18 dias de gestação e infecção do que as fêmeas aos 8 dias de 

gestação e infecção (p<0,001) (Figura 6C). 

A infecção por T. gondii induziu aumento nos níveis de IFN-γ aos 8 dias de 

infecção, independente da gestação, em ambas as linhagens, comparadas às fêmeas não 

gestantes e não infectadas, (p<0,001) e, também, às não infectadas, aos 8 dias de 

gestação (p<0,001) (Figura 6D). 

Nas fêmeas C57BL/KsJ esse aumento foi significativo em relação as fêmeas 

CB10-H2 aos 8 dias de gestação e infecção (p<0,0159), bem como aos 18 dias de 

gestação e infecção (p<0,0286) (Figura 6D). 

Além disso, as fêmeas CB10-H2 aos 8 dias de infecção produziram maiores 

níveis de IFN-γ do que as fêmeas dessa linhagem aos 18 dias de infecção (p<0,001), 

independente da gestação, o que foi igualmente observado para as fêmeas da linhagem 

C57BL/KsJ (p<0,001) (Figura 6D). 

Quanto à detecção de TNF nas amostras de soro, as fêmeas da linhagem 

C57BL/KsJ produziram maiores níveis dessa citocina em todas as condições 

experimentais analisadas (p=0,0159 para NG/NI, NG/18dI, 8dG/NI e 8dG/8dI; 

p=0,0286 para NG/8dI e 18dG/18dI;  p=0,0476 para 18dG/NI) em relação às fêmeas 

CB10-H2 (Figura 6E).  

Embora as fêmeas C57BL/KsJ tenham apresentado maior produção de TNF do 

que as fêmeas CB10-H2, o perfil dessa citocina foi semelhante entre as diferentes 

condições experimentais para cada linhagem. Para ambas as linhagens, as fêmeas 

infectadas aos 8 e 18 dias, gestantes ou não, apresentaram alta produção de TNF tanto 

em relação às fêmeas não gestantes e não infectadas (p<0,01 para CB10-H2 8dG/8dI e 

NG/18dI; p<0,001 para CB10-H2 NG/8dI e 18dG/18dI; p<0,001 para todas as 
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condições experimentais C57BL/KsJ) quanto em relação àquelas não infectadas, 

gestantes aos 8 ou 18 dias (p<0,001 para ambas as linhagens em todas as condições 

experimentais), respectivamente (Figura 6E).  

Além disso, dentro da linhagem C57BL/KsJ, foi observado que os níveis de 

TNF no soro das fêmeas aos 8 dias de infecção, não gestantes foram maiores quando 

comparados às fêmeas aos 8 dias de infecção e gestação (p<0,001). Contudo, aos 18 

dias, as fêmeas não gestantes e infectadas apresentaram menor produção dessa citocina 

em relação as fêmeas gestantes e infectadas (p<0,05). Ainda, aos 18 dias, os níveis de 

TNF das fêmeas C57BL/KsJ não gestantes e infectadas foram menores do que das 

fêmeas da mesma linhagem, aos 8 dias, sob as mesmas condições (p<0,001) (Figura 

6E). 

Com relação à produção sistêmica de IL-17, as fêmeas C57BL/KsJ apresentaram 

maior detecção dessa citocina aos 18 dias de infecção, gestantes (p=0,0317) ou não 

(p=0,0079) do que as fêmeas da linhagem CB10-H2 nas mesmas condições (Figura 6F).  

Aos 18 dias de gestação e infecção, as fêmeas C57BL/KsJ produziram maiores 

níveis de IL-17 comparadas tanto às fêmeas não gestantes e não infectadas (p<0,01) 

quanto às fêmeas não infectadas aos 18 dias de gestação (p<0,01). Quando comparadas 

as fêmeas C57BL/KsJ infectadas aos 18 dias, as gestantes produziram maiores níveis de 

IL-17 em relação às fêmeas não gestantes (p<0,05). Além disso, as fêmeas aos 18 dias 

de gestação e infecção apresentaram níveis maiores de IL-17 do que as fêmeas da 

mesma linhagem aos 8 dias de gestação e infecção (p<0,01) (Figura 6F). 

A infecção por T. gondii induziu aumento nos níveis de produção de IL-10 em 

ambas as linhagens, independentemente da gestação. Entretanto, as fêmeas CB10-H2 

não gestantes aos 8 dias de infecção apresentaram maiores níveis de IL-10 no soro do 
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que as fêmeas C57BL/KsJ nas mesmas condições experimentais (p=0,0426) (Figura 

6G). 

Aos 8 dias de infecção, as fêmeas CB10-H2 gestantes e não gestantes 

produziram maiores níveis de IL-10 tanto em relação às fêmeas não gestantes e não 

infectadas (p<0,001) quanto em relação às fêmeas aos 8 dias de gestação, não infectadas 

(p<0,001). Além disso, as fêmeas CB10-H2 não gestantes produziram maiores níveis de 

IL-10 aos 8 dias de infecção comparados aos 18 dias de infecção (p<0,001) (Figura 6G). 

Aos 18 dias de gestação e infecção houve um pico de produção de IL-10 nas 

fêmeas C57BL/KsJ e essas tiveram produção significativamente maior dessa citocina do 

que as fêmeas não gestantes e não infectadas (p<0,001), aos 18 dias de gestação, não 

infectadas (p<0,001) e não gestantes aos 18 dias de infecção (p<0,05) (Figura 6G). 

Esses dados sugerem que os danos gestacionais observados durante a infecção 

por T. gondii podem estar associados com os altos níveis de citocinas pró-inflamatórias 

nos soros das fêmeas infectadas. Além disso, a infecção pelo parasito foi capaz de 

alterar a produção da citocina IL-10. Contudo, a alteração do perfil de citocinas foi mais 

evidente nas fêmeas da linhagem C57BL/KsJ. 
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Figura 6 
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Figura 6. Mensuração de citocinas nas amostras de soro de camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ não 

gestantes e não infectados; aos 8 e 18 dias de gestação, não infectados; aos 8 e 18 dias de infecção, não 

gestantes e aos 8 e 18 dias de gestação e infecção com 5 cistos da cepa ME-49 de T. gondii, por via oral, 

no primeiro dia de gestação. Os níveis de IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6 (C), IFN- (D), TNF (E), IL-17 (F) e 

IL-10 (G) foram detectados por Cytometric Beads Array (CBA). Não gestantes (NG); Não infectadas 

(NI); Dias de gestação (dG); Dias de infecção (dI). *Diferença significativa entre as linhagens de 

camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ (Mann Whitney, p < 0,05). 
#
Diferença significativa entre as várias 

condições experimentais de uma mesma linhagem de camundongo. ºDiferença significativa entre as 

condições com 8 e 18 dias de gestação e/ou infecção  de uma mesma linhagem de camundongo. 
&
Diferença significativa das diferentes condições de uma mesma linhagem em relação aos seus 

respectivos controles NG/NI. (Two-way ANOVA, pós-teste de Bonferroni, p < 0,05). 
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4.5. Análise da expressão de mRNA de citocinas e do fator de transcrição FOXP3 

no útero e placenta por qPCR 

 

Além da avaliação de citocinas no soro das fêmeas experimentais, foram 

realizadas quantificações de mRNA para o fator de transcrição FOXP3, IL-13, IL-10, 

TGF-, IL-17, IFN- e TNF para a determinação da expressão das mesmas in situ 

(homogenato de útero e placenta das fêmeas de camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ). 

 Com relação à expressão de mensagem para o fator de transcrição FOXP3, as 

fêmeas da linhagem CB10-H2 apresentaram níveis maiores de mRNA do que as fêmeas 

da linhagem C57BL/KsJ tanto aos 8 quanto aos 18 dias de gestação e infecção 

(p=0,0286 para ambas as condições). De forma semelhante, as fêmeas CB10-H2 

também apresentaram maior expressão comparadas às fêmeas C57BL/KsJ aos 18 dias 

de gestação, não infectadas e aos 18 dias de infecção, não gestantes (p=0,0286 para 

ambas as condições) (Figura 7A). 

 Quando analisada a expressão de FOXP3 no útero/placenta das fêmeas CB10-

H2, foi observado que aos 8 e aos 18 dias de gestação e infecção, os níveis de mRNA 

foram maiores do que as fêmeas controles (NG/NI; p<0,01). Além disso, aos 18 dias de 

gestação e infecção a expressão de FOXP3 foi maior do que aos 18 dias de gestação, 

não infectadas (p<0,01) e não gestantes aos 18 dias de infecção (p<0,001) (Figura7A). 

 Os dados referentes à expressão de FOXP3 nas fêmeas da linhagem C57BL/KsJ, 

demonstram que aos 8 dias de gestação, as fêmeas infectadas apresentaram maiores 

níveis de mRNA do que as fêmeas não infectadas (p<0,05). Quanto à expressão de 

FOXP3 aos 18 dias de infecção, essa foi maior nas fêmeas gestantes comparadas às não 

gestantes (p<0,05). Ainda, entre fêmeas C57BL/KsJ não gestantes,  aquelas aos 18 dias 

de infecção apresentaram menor expressão desse fator de transcrição do que as fêmeas 

da mesma linhagem aos 8 dias de infecção (p<0,05) (Figura 7A). 
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No que se refere às citocinas IL-13 e IL-10, aos 8 dias de infecção a expressão 

de ambas foi significativamente maior nas fêmeas CB10-H2 em relação às C57BL/KsJ, 

independentemente da gestação (p<0,0286) (Figuras 7B, C) e aos 18 dias de gestação a 

expressão de IL-13 foi significativamente maior nas fêmeas CB10-H2 em relação às 

fêmeas C57BL/KsJ, infectadas (p=0,0143) ou não (p=0,0286) (Figura 7B) 

 Aos 8 dias de gestação, as fêmeas CB10-H2 infectadas apresentaram maiores 

níveis de mensagem para IL-13 do que as fêmeas não infectadas (p<0,01), o que foi 

igualmente observado para as fêmeas da linhagem C57BL/KsJ (p<0,05). Aos 18 dias de 

gestação as fêmeas CB10-H2 não infectadas (p<0,05), bem como as fêmeas infectadas 

(p<0,001) expressaram maiores níveis de mensagem para IL-13 em relação às fêmeas 

não gestantes aos 18 dias de infecção (Figura 7B). Além disso, as fêmeas CB10-H2 aos 

8 e 18 dias de gestação e infecção apresentaram maior expressão de IL-13 em relação às 

fêmeas controles (NG/NI; p<0,001) (Figura 7B). 

 Entre as fêmeas da linhagem C57BL/KsJ, apenas aquelas aos 8 dias de gestação 

e infecção apresentaram aumento significativo na expressão de mensagem para IL-13 

em relação as fêmeas controles (NG/NI; p<0,05) (figura 7B). Além disso, as fêmeas não 

gestantes tiveram maiores níveis de expressão de mensagem para IL-13 aos 8 do que 

aos 18 dias de infecção em ambas as linhagens de camundongos (p>0,05) (Figura 7B). 

Quanto à expressão de IL-10, não houve variações estatisticamente significativas 

para essa citocina entre as fêmeas CB10-H2, embora as fêmeas controles (NG/NI) 

tenham apresentado baixos níveis em relação as demais condições experimentais dessa 

linhagem (Figura 7C). 

No que se refere à linhagem C57BL/KsJ, a expressão de IL-10 nas fêmeas  não 

gestantes aos 8 dias de infecção (p<0,01), bem como aos 18 dias de gestação e infecção 

(p<0,001) tiveram maiores níveis de expressão quando comparadas às fêmeas controles 
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(NG/NI; Figura 7C) enquanto que aos 18 dias de gestação, as fêmeas não infectadas 

tiveram menor expressão do que as fêmeas controles (NG/NI; p<0,05).  

 Entretanto, as fêmeas C57BL/KsJ não gestantes aos 8 dias de infecção 

expressaram maiores níveis de mensagem para IL-10 do que as fêmeas aos 8 dias de 

gestação, não infectadas (p<0,001), bem como aos 8 dias de gestação e infecção 

(p<0,01). Aos 18 dias de gestação e infecção, houve maior expressão dessa citocina 

tanto em relação às fêmeas C57BL/KsJ não gestantes aos 18 dias de infecção (p<0,001) 

quanto aos 18 dias de gestação, não infectadas (p<0,001) (Figura 7C). 

Além disso, as fêmeas C57BL/KsJ aos 18 dias de gestação e infecção tiveram 

maior expressão de IL-10 do que as fêmeas C57BL/KsJ aos 8 dias de gestação e 

infecção, enquanto que das fêmeas C57BL/KsJ não gestantes, aquelas aos 8 dias de 

infecção tiveram maior expressão dessa citocina do que as fêmeas aos 18 dias de 

infecção (p<0,001 para ambas as comparações) (Figura 7C). 

 Quanto à expressão de TGF-β, a infecção e gestação provocaram aumentos em 

aparentemente todas as condições analisadas nas fêmeas C57BL/KsJ em relação às 

CB10-H2. Esses aumentos foram significantes aos 8 e 18 dias de gestação e infecção, 

bem como nas fêmeas aos 18 dias de gestação, não infectadas e nas não gestantes aos 18 

dias de infecção (p=0,0286 para todas as condições) (Figura 7D). 

 Entre as diferentes condições das fêmeas C57BL/KsJ, não houve variações 

significativas quanto à expressão de TGF-β. No entanto, as fêmeas da linhagem CB10-

H2 apresentaram baixa expressão de TGF- aos 18 dias de gestação e infecção 

comparadas às fêmeas aos 18 dias de gestação, não infectadas (p<0,05) e, também, não 

gestantes aos 18 dias de infecção (p<0,05) (Figura 7D). 

 Quando analisamos o mRNA para IL-17, a gestação ou infecção não alteraram a 

expressão dessa citocina nas fêmeas da linhagem C57BL/KsJ. Entretanto, as fêmeas da 



66 

 

linhagem CB10-H2 apresentaram maiores níveis de expressão de IL-17 aos 8 dias de 

gestação, infectadas ou não (p=0,0286), bem como aos 18 dias de gestação e infecção 

(p=0,0143) comparadas às fêmeas C57BL/KsJ nas mesmas condições (Figura 7E). 

 Além disso, as fêmeas CB10-H2 aos 18 dias de gestação e infecção tiveram 

aumento significativo na expressão de IL-17 em relação às fêmeas controles (NG/NI; 

p<0,001), não gestantes aos 18 dias de infecção (p<0,001) e aos 18 dias de gestação, 

não infectadas (p<0,001). Ainda, essas fêmeas tiveram maior expressão de IL-17 aos 18 

dias de gestação e infecção comparada à expressão aos 8 dias de gestação e infecção 

(p<0,01) (figura 7E). 

 A infecção por T. gondii provocou aumento da mensagem para IFN-nas 

fêmeas da linhagem CB10-H2 e esse aumento foi significativamente maior nas fêmeas 

aos 18 dias de gestação, infectadas (p=0,05) ou não (p=0,0286) e também, nas fêmeas 

não gestantes aos 8 dias de infecção (p=0,0383) comparadas às fêmeas C57BL/KsJ nas 

mesmas condições (Figura 7F).  

Além disso, houve aumento significativo na expressão de IFN-nas fêmeas 

CB10-H2 não gestantes aos 18 dias de infecção em relação às fêmeas CB10-H2 aos 18 

dias de gestação, não infectadas (p<0,05), o que foi igualmente observado nas fêmeas 

C57BL/KsJ (p<0,001) (Figura 7F). 

 Nas fêmeas da linhagem C57BL/KsJ, houve um pico de expressão de IFN-γ nas 

fêmeas não gestantes aos 18 dias de infecção, que foi significativamente maior do que 

nas fêmeas controles (NG/NI; p<0,05), aos 18 dias de gestação e infecção (p<0,001) e, 

também, do que a expressão nas fêmeas não gestantes aos 8 dias de infecção (p<0,01) 

(Figura 7F). 

 A expressão de mRNA para TNF foi aparentemente maior nas fêmeas infectadas 

da linhagem C57BL/KsJ comparadas às fêmeas infectadas CB10-H2, sendo 
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significativamente maior nas fêmeas C57BL/KsJ aos 18 dias de gestação e infecção 

comparadas às fêmeas CB10-H2 na mesma condição (p=0,0286).  Também aos 18 dias 

de gestação, as fêmeas C57BL/KsJ infectadas apresentaram níveis maiores de mRNA 

para TNF do que as fêmeas não infectadas da mesma linhagem (p<0,05). (Figura 7G). 

 Esses resultados sugerem que, embora haja expressão de mensagem para FOXP3 

IL-10 e IL-13, sendo IL-10 e IL-13 citocinas importantes para a manutenção da 

gestação, essas não foram capazes de proteger as fêmeas CB10-H2 gestantes e 

infectadas contra os danos gestacionais provocados pelo parasito. 

Além disso, apesar da maior expressão de mensagem para TGF-

provavelmente não houve produção equivalente da citocina e, portanto, as fêmeas 

C57BL/KsJ não foram protegidas dos danos gestacionais provocados por T. gondii. 

Ainda, a alta expressão de mRNA para TNF e sua produção sistêmica, bem como de 

IFN-γ e IL-6 podem ter contribuído para os efeitos negativos durante a gestação. 
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Figura 7 
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Figura 7: Quantificação das mensagens para FOXP3 (A), IL-13 (B), IL-10 (C), TGF-β (D), IL-17 (E), 

IFN-γ (F) e TNF (G) no homogenato de útero ou placenta de fêmeas de camundongos CB10-H2 e 

C57BL/KsJ não gestantes e não infectados; não gestantes aos 8 e 18 dias de infecção; aos 8 e 18 dias de 

gestação, não infectadas e aos 8 e 18 dias de gestação e infecção com 5 cistos da cepa ME-49 de T. 

gondii, por via oral. Os níveis de mRNA foram mensurados por reação de PCR quantitativa (qPCR). 

*Diferença significativa entre as linhagens de camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ (Mann Whitney, 

p<0,05). 
#
Diferença significativa entre as várias condições experimentais de uma mesma linhagem de 

camundongo. ºDiferença significativa entre as condições com 8 e 18 dias de gestação e/ou infecção  de 

uma mesma linhagem de camundongo. 
&
Diferença significativa das diferentes condições de uma mesma 

linhagem em relação aos seus respectivos controles NG/NI. (Two-way ANOVA, pós-teste de Bonferroni, 

p<0,05). Dias de infecção (dI), Dias de gestação (dG); Não infectadas (NI); Não gestantes (NG). 
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4.6. Detecção de mastócitos no útero/placenta de fêmeas de camundongos CB10-H2 

e C57BL/KsJ infectadas com T.gondii 

Uma vez que os mastócitos têm participação no processo gestacional e 

funcionam como sentinelas nos tecidos, reconhecendo produtos microbianos, a 

infiltração dos mesmos no útero e placenta das fêmeas de camundongos CB10-H2 e 

C57BL/KsJ foi analisada e avaliada quanto ao estado de granulação 

(granulados/desgranulados) predominantemente encontrados em cada condição 

experimental. 

 Foi possível observar que com a progressão da gestação, nas fêmeas não 

infectadas, ocorreu diminuição na migração de mastócitos totais dos 8 para os 18 dias 

de gestação em ambas as linhagens (Figura 8A). 

 No entanto, a infecção induziu aumento na migração de mastócitos totais para o 

útero das fêmeas não gestantes de ambas as linhagens e esse aumento foi 

significativamente maior nas fêmeas C57BL/KsJ aos 8 (p=0,0159) e 18 (p=0,0286) dias 

de infecção quando comparadas às fêmeas da linhagem CB10-H2 nas mesmas 

condições (Figura 8A; Figura 9A, B, C, D). Além disso, as fêmeas CB10-H2 não 

gestantes, aos 18 dias de infecção tiveram maior migração de mastócitos para o útero do 

que as fêmeas aos 18 dias de gestação, não infectadas (p<0,01) (Figura 8A). 

 Com relação à C57BL/KsJ, as fêmeas não gestantes aos 8 dias de infecção 

apresentaram maior migração de mastócitos do que as fêmeas aos 8 dias de gestação, 

não infectadas (p<0,01) e aos 8 dias de gestação e infecção (p<0,05) (Figura 8A). Aos 

18 dias de infecção, as fêmeas C57BL/KsJ, gestantes ou não, tiveram maior migração 

de mastócitos do que as fêmeas aos 18 dias de gestação, não infectadas (p<0,05 para 

18dG/18dI; p<0,001 para NG/18dI). Contudo, dentre as fêmeas aos 18 dias de infecção, 
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as não gestantes apresentaram maior número de mastócitos totais comparadas àquelas 

aos 18 dias de gestação (p<0,001) (Figura 8A). 

 De forma interessante, o número de mastócitos nas fêmeas C57BL/KsJ aos 18 

dias de gestação, não infectadas é significativamente menor do que nas fêmeas controles 

(NG/NI; p<0,05), enquanto que as fêmeas C57BL/KsJ não gestantes, aos 18 dias de 

infecção, o número de mastócitos é significativamente maior do que nas fêmeas 

controles (NG/NI; p<0,001) (Figura 8A). 

Com relação ao estado de granulação dos mastócitos, as fêmeas de ambas as 

linhagens aos 18 dias de gestação não infectadas e as fêmeas C57BL/KsJ aos 8 dias de 

infecção e gestação não apresentaram diferença entre o número de mastócitos 

granulados e desgranulados. Porém, nas demais condições analisadas, a quantidade de 

mastócitos desgranulados foi maior do que de mastócitos granulados: NG/NI (p=0,0286 

para ambas as linhagens), 8dG/NI (p=0,0295 para CB10-H2 e p=0,0284 para 

C57BL/KsJ), NG/8dI (p=0,0143 para CB10-H2 e p=0,0286 para C57BL/KsJ), 8dG/8dI 

(p=0,0278 para CB10-H2), NG/18dI (p=0,0286 para ambas as linhagens) e 18dG/18dI 

(p=0,0286 para CB10-H2 e p=0,0143 para C57BL/KsJ) (Figura 8B).  

Ainda assim, analisando apenas os mastócitos granulados, foi possível observar 

diferenças entre as condições experimentais dentro da mesma linhagem.  Aos 18 dias de 

infecção, as fêmeas CB10-H2 não gestantes tiveram maior infiltração de mastócitos 

granulados no útero do que as fêmeas aos 18 dias de gestação, não infectadas (p<0,001) 

e aos 18 dias de gestação e infecção (p<0,001). Além disso, o número de mastócitos 

granulados nessas fêmeas CB10-H2 aos 18 dias de infecção, não gestantes, foi 

significativamente maior do que nas fêmeas controles (NG/NI; p<0,001) e em relação às 

fêmeas não gestantes, aos 8 dias de infecção (p<0,001) (Figura 8B). 
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Com relação às fêmeas da linhagem C57BL/KsJ, tanto as fêmeas aos 8 dias de 

gestação e infecção (p<0,05) quanto as fêmeas não gestantes, aos 18 dias de infecção 

(p<0,001) apresentaram aumento significativo de mastócitos granulados quando 

comparadas às fêmeas controles (NG/NI). Aos 8 dias de gestação e infecção, as fêmeas 

C57BL/KsJ apresentaram maiores quantidades de mastócitos granulados em relação às 

fêmeas não gestantes, aos 8 dias de infecção (p<0,05) e às fêmeas aos 8 dias de 

gestação, não infectadas (p<0,01) (Figura 8B). 

Aos 18 dias de infecção, as fêmeas C57BL/KsJ não gestantes tiveram maior 

infiltração de mastócitos granulados no útero do que as fêmeas aos 18 dias de gestação, 

não infectadas (p<0,001) e aos 18 dias de gestação e infecção (p<0,001). Além disso, 

quando não gestantes, as fêmeas C57BL/KsJ aos 18 dias de infecção apresentaram 

maiores quantidades de mastócitos granulados do que aos 8 dias de infecção (p<0,001). 

De forma contrária, aos 18 dias de gestação e infecção, as fêmeas C57BL/KsJ 

apresentaram menores quantidades de mastócitos granulados em relação às fêmeas aos 

8 dias de gestação e infecção (p<0,01) (Figura 8B). 

Assim como nos mastócitos granulados, quando analisamos os mastócitos 

desgranulados foi possível observar diferentes perfis para as condições experimentais de 

cada linhagem. Nas fêmeas CB10-H2, observou-se que não houve diferença na 

quantidade de mastócitos desgranulados aos 8 dias de gestação e/ou infecção. Contudo, 

as fêmeas CB10-H2 não gestantes, aos 18 dias de infecção (p<0,001), bem como as 

fêmeas aos 18 dias de gestação e infecção (p<0,05) apresentaram aumento significativo 

no número de mastócitos desgranulados em relação às fêmeas CB10-H2 aos 18 dias de 

gestação, não infectadas (Figura 8B).  

  Em relação à linhagem C57BL/KsJ, as fêmeas aos  18 dias de gestação, não 

infectadas apresentaram uma diminuição significativa no número de mastócitos 
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desgranulados quando comparadas às fêmeas controles (NG/NI; p<0,001). 

Contrariamente, nas fêmeas não gestantes, aos 18 dias de infecção houve um aumento 

na quantidade desses mastócitos em relação às fêmeas controles (NG/NI; p<0,001). 

Ainda, essas fêmeas C57BL/KsJ não gestantes, aos 18 dias de infecção apresentaram 

maiores quantidades de mastócitos desgranulados do que as fêmeas C57BL/KsJ não 

gestantes, aos 8 dias de infecção (p<0,001) (Figura 8B).  

 Aos 18 dias de infecção, tanto as fêmeas C57BL/KsJ gestantes  (p<0,01) quanto 

não gestantes (p<0,001) apresentaram um aumento no número de mastócitos 

desgranulados quando comparadas às fêmeas aos 18 dias de gestação, não infectadas 

(Figura 8B). Ainda assim, fêmeas C57BL/KsJ não gestantes, aos 18 dias de infecção 

apresentaram maior número de mastócitos desgranulados nas em relação às fêmeas aos 

18 dias de gestação e infecção (p<0,001) (Figura 8B). 

Embora o perfil de mastócitos granulados e desgranulados tenha sido, de forma 

geral, semelhante em ambas as linhagens, foi observado que as fêmeas CB10-H2 aos 8 

dias de gestação e infecção apresentaram menores quantidades de mastócitos granulados 

do que as fêmeas C57BL/KsJ na mesma condição (p=0,0357). Ainda, as fêmeas CB10-

H2 não gestantes, aos 18 dias de infecção apresentaram menores quantidades de 

mastócitos desgranulados do que as fêmeas C57BL/KsJ na mesma condição (p=0,0286) 

(Figura 8B). 

Para a verificação de mastócitos ativados, a expressão de mensagem para as 

quimases CMA1 e MCPT4 foram avaliadas por qPCR. Quanto a expressão de mRNA 

para CMA1, ambas as linhagens de camundongos produziram níveis similares na 

maioria das condições experimentais. Porém, as fêmeas C57BL/KsJ aos 18 dias de 

gestação, não infectadas apresentaram menor expressão do que as fêmeas CB10-H2 na 

mesma condição (p=0,0286). Contrariamente, ao analisarmos as fêmeas não gestantes, 
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aos 18 dias de infecção, foram observados maiores níveis de expressão nas fêmeas 

C57BL/KsJ quando comparadas às fêmeas CB10-H2 (p=0,0286) (Figura 8C).  

Aos 18 dias, as fêmeas C57BL/KsJ infectadas, gestantes ou não, apresentaram 

maior expressão de quimase 1 do que as fêmeas gestantes não infectadas (p<0,001 para 

18dG/18dI; p<0,01 para NG/18dI). Além disso, aos 18 dias de gestação as fêmeas 

C57BL/KsJ não infectadas apresentaram menores níveis dessa mensagem tanto em 

relação às fêmeas controles da mesma linhagem (NG/NI; p<0,01) quanto em 

comparação às fêmeas aos 8 dias de gestação, não infectadas (p<0,01) (Figura 8C). Para 

as fêmeas da linhagem CB10-H2, a infecção ou a gestação não foram capazes de 

modular a expressão de quimase 1 (Figura 8C). 

Em relação à expressão de mRNA para MCPT4, as fêmeas da linhagem CB10-H2, 

aparentemente, apresentaram maiores níveis de mRNA em comparação com as fêmeas 

da linhagem C57BL/KsJ, embora esse aumento tenha sido estatisticamente significante 

apenas nas fêmeas aos 18 dias de infecção, gestantes (p=0,0143) ou não (p=0,0286) 

(Figura 8D). 

 As fêmeas CB10-H2 expressaram maiores níveis de mRNA para MCPT4 aos 8 

dias de gestação e infecção em relação as fêmeas controles (NG/NI; p<0,05). 

Contrariamente, as fêmeas C57BL/KsJ expressaram menores níveis aos 8 dias de 

gestação, não infectadas (p<0,01) bem como não gestantes aos 8 dias de infecção 

(p<0,05) e, também, aos 18 dias de gestação, infectadas (p<0,05) ou não (p<0,01) 

quando comparadas às fêmeas controles (NG/NI; Figura 8D). 

Juntos, esses resultados demonstram que ao longo da gestação ocorre diminuição 

progressiva na quantidade de mastócitos no útero/placenta e que a infecção por T. 

gondii provoca aumento na migração desse tipo celular para esses órgãos, 
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principalmente aos 18 dias. No entanto, quando a infecção acontece durante a gestação, 

ocorre modulação no processo de migração de mastócitos em ambas as linhagens. 
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Figura 8 
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Figura 8: Contagem de mastócitos totais (A), granulados e desgranulados (B) no útero/placenta e 

quantificação das mensagens para quimase 1 (CMA1) (C) e protease 4 de mastócitos (MCPT4) (D) no 

homogenato de útero ou placenta de fêmeas de camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ não gestantes e não 

infectadas (NG/NI); aos 8 e 18 dias de gestação, não infectadas (8dG/NI; 18dG/NI); não gestantes aos 8 e 

18 dias de infecção (NG/8dI; NG/18dI) e aos 8 e 18 dias de gestação e infecção (8dG/8dI; 18dG/18dI) 

com 5 cistos de T. gondii por via oral. *Significância estatística entre as linhagens CB10-H2 e 

C57BL/KsJ (Teste t de Student, p<0,05). 
#
Significância estatística entre mastócitos granulados versus 

desgranulados dentro de cada linhagem. ºDiferença significativa entre as condições com 8 e 18 dias de 

gestação e/ou infecção  de uma mesma linhagem de camundongo. 
&
Diferença significativa das diferentes 

condições de uma mesma linhagem em relação aos seus respectivos controles NG/NI. 
$
Diferença 

estatística entre mastócitos granulados dentro da mesma linhagem. 
§
Diferença estatística entre mastócitos 

desgranulados dentro da mesma linhagem. (Two-way ANOVA, pós-teste de Bonferroni, p<0,05). Dias de 

infecção (dI), Dias de gestação (dG); Não infectadas (NI); Não gestantes (NG). 
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Figura 9 

 

 
Figura 9: Fotomicrografia representativa do útero de fêmeas não gestantes CB10-H2 (A) e C57BL/KsJ 

(B) aos 8 dias de infecção, com menores quantidade de mastócitos, e útero de fêmeas não gestantes 

CB10-H2 (C) e C57BL/KsJ (D) aos 18 dias de infecção, com maiores quantidades de mastócitos. As setas 

apontam os mastócitos desgranulados. 
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4.7. Detecção sorológica de anticorpos IgG e os isotipos IgG1, IgG2a e IgG2b 

específicos contra T. gondii em fêmeas de camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ 

infectadas com o parasito 

Para verificar a produção de anticorpos específicos contra T. gondii durante a 

infecção, os níveis de IgG, IgG1, IgG2a e IgG2b foram analisados em amostras de soro 

das fêmeas CB10-H2 e C57BL/KsJ. Os níveis de imunoglobulinas foram mensurados 

por ELISA e apresentados somente aos 18 dias de infecção, uma vez que aos 8 dias de 

infecção não foi observada detecção de IgG anti-T. gondii (dados não mostrados). 

Comparativamente, as fêmeas CB10-H2 e C57BL/KsJ apresentaram níveis 

similares de anticorpos IgG totais, independentemente da gestação. Além disso, as 

fêmeas CB10-H2 gestantes ou não apresentaram produção semelhante de IgG total, 

entretanto, as fêmeas C57BL/KsJ não gestantes produziram maiores níveis de IgG total 

comparadas com as fêmeas C57BL/KsJ gestantes (p=0,0380) (Figura 10A). 

Independente da gestação, as fêmeas CB10-H2 produziram maiores níveis de 

IgG1 (p=0,0159 para as fêmeas não gestantes e p=0,0282 para as gestantes) (Figura 

10B) e, também, maiores níveis de IgG2a (p=0,0159 para as fêmeas não gestantes e 

p=0,0357 para as gestantes) comparadas às fêmeas C57BL/KsJ nas mesmas condições 

(Figura 10C). 

Os níveis de IgG2a (Figura 10C) foram aparentemente maiores do que os níveis 

de IgG1 (Figura 10B) nas fêmeas CB10-H2, independente da gestação, enquanto que as 

fêmeas da linhagem C57BL/KsJ produziram níveis aparentemente similares de IgG1 e 

IgG2a, independente da gestação (Figuras 10B, C). 

De maneira interessante, as fêmeas C57BL/KsJ não gestantes produziram 

maiores níveis de IgG2b anti-T. gondii do que as fêmeas CB10-H2 (p=0,0159). Além 
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disso, as fêmeas C57BL/KsJ gestantes também produziram níveis de IgG2b 

aparentemente maiores do que as fêmeas CB10-H2 na mesma condição (Figura 10D). 

Para verificar se houve alteração no perfil de resposta dos isotipos IgG2a e IgG1, 

bem como IgG2b e IgG1,  foram calculadas as razões IgG2a/IgG1 e IgG2b/IgG1 para 

todas as condições experimentais analisadas. 

De acordo com os maiores níveis de IgG2a e IgG1 específicos observados nas 

fêmeas CB10-H2, a razão IgG2a/IgG1 aos 18 dias de infecção foi maior nas fêmeas 

CB10-H2 não gestantes do que nas fêmeas C57BL/KsJ (p=0,0317) bem como nas 

fêmeas CB10-H2 gestantes comparadas às C57BL/KsJ (p=0,0286) na mesma condição 

(Figura 10E). Nas fêmeas C57BL/KsJ, foi observado maior aumento da razão 

IgG2b/IgG1 aos 18 dias de infecção nas fêmeas não gestantes do que nas CB10-H2 

(p=0,0079) bem como nas fêmeas gestantes comparadas às CB10-H2 (p=0,0286) na 

mesma condição (Figura 10F). 

Deste modo, os dados apresentados indicam que produção de anticorpos não foi 

suficiente para proteger as fêmeas CB10-H2 e C57BL/KsJ da infecção por T. gondii, 

uma vez que uma alta carga parasitária foi observada no cérebro das fêmeas aos 18 dias 

de infecção, gestantes ou não, bem como alta perda embrionária. 
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Figura 10 
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Figura 10: Níveis de IgG total (A), IgG1 (B), IgG2a (C) e IgG2b (D) anti-T. gondii em amostras de soro 

de fêmeas de camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ não gestantes, aos 18 dias de infecção e aos 18 dias 

de gestação e infecção. A razão entre IgG2a/IgG1 (E) e IgG2b/IgG1 também foi analisada. As fêmeas 

foram infectadas com 5 cistos da cepa ME49 de T. gondii por via oral, o soro foi coletado nos tempos 

indicados por punção do plexo retro-orbital e os níveis de anticorpos foram mensurados pelo teste ELISA 

e representados pelo Índice ELISA (I.E.). Não gestantes (NG); Não infectadas (NI); Dias de gestação 

(dG); Dias de infecção (dI). 
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5. Discussão 

O objetivo do presente estudo foi analisar, comparativamente, o resultado da 

gestação e resposta imune em camundongos da linhagem CB10-H2, o qual apresenta o 

background genético do BALB/c, e o haplotipo do MHC do C57BL/6, e C57BL/KsJ, o 

qual apresenta o background genético do C57BL/6, e o haplotipo do MHC do BALB/c 

submetidos à infecção por T. gondii no primeiro dia de gestação. 

Foi observado que aos 8 dias de gestação e infecção, a taxa de reabsorção 

fetal/aborto foi de 60% na linhagem CB10-H2 e 67% na linhagem C57BL/KsJ, 

enquanto que aos 18 dias de gestação e infecção, essa taxa foi de 80% na linhagem 

CB10-H2 e de 100% na linhagem C57BL/KsJ. 

Estudos prévios demonstraram que a toxoplasmose congênita está associada com 

resultados gestacionais adversos em camundongos e que aos 8 dias de gestação e 

infecção, todas as fêmeas das linhagens BALB/c e C57BL/6 apresentaram sítios de 

implantação no útero (taxa de reabsorção fetal/aborto igual a zero), enquanto que aos 19 

dias de gestação e infecção a taxa de reabsorção fetal/aborto foi de 50% na linhagem 

BALB/c comparada a uma taxa de 90% na linhagem C57BL/6 (COUTINHO et al., 

2012). 

Essa taxa de 60 (CB10-H2) e 67% (C57BL/KsJ) de reabsorção embrionária 

observado aos 8 dias de gestação e infecção, comparada à taxa observada nos nossos 

estudos anteriores em camundongos BALB/c e C57BL/6 na mesma condição 

(COUTINHO et al., 2012) e, ainda, as taxas de 30 (CB10-H2 ) e 10% (C57BL/KsJ ) de 

reabsorção fetal/aborto observado aos 18 dias de gestação e infecção comparadas às 

taxas observadas nas linhagens BALB/c e C57BL/6 (COUTINHO et al., 2012) pode ser 

devido à influência do haplotipo do MHC e sugere que o background genético dos 

camundongos BALB/c, em associação com o haplotipo do MHC H-2
d
, são necessários 
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para promover algum nível de proteção contra as taxas de aborto e reabsorção fetal nos 

casos de toxoplasmose congênita. 

 Estudos prévios demonstraram que fêmeas C57BL/6 gestantes submetidas à 

infecção com 400 taquizoítos da cepa RH de T. gondii aos 8 dias de gestação 

apresentaram fetos e placentas hemorrágicos e com tamanho reduzido no sexto dia após 

a infecção (14 dias de gestação) e a hemorragia era evidente nas placentas dos grupos 

infectados, além disso, a taxa de aborto do grupo infectado foi significativamente maior 

do que a observada nas fêmeas não-infectadas (LIU et al., 2014). Do mesmo modo, 

fêmeas C57BL/6 submetidas à infecção com a cepa ME-49 de T. gondii no primeiro dia 

de gestação apresentaram sítios de implantação necróticos com focos inflamatórios no 

útero aos 8 dias de gestação e infecção e tal linhagem apresentou lesões mais graves no 

útero e placenta do que as fêmeas da linhagem BALB/c (COUTINHO et al., 2012). 

 No presente estudo foi observado que nas fêmeas CB10-H2 todos os sítios de 

implantação apresentavam-se hemorrágicos e necróticos aos 8 dias de gestação e 

infecção, o que foi igualmente observado nas fêmeas C57BL/6 também aos 8 dias de 

gestação e infecção (COUTINHO et al., 2012). Com relação às fêmeas C57BL/KsJ, 

também aos 8 dias de gestação e infecção, a maioria dos animais gestantes e infectados 

não apresentaram sítios de implantação, sendo que duas fêmeas apresentaram sítios de 

implantação e, em uma delas todos eles estavam hemorrágicos, enquanto que na outra 

fêmea todos os sítios apresentaram-se normais. Os dados sugerem que as alterações 

histológicas mais graves observadas em ambas as linhagens não são influenciadas 

unicamente pelo haplotipo H-2
b
 do MHC. 

Nossos estudos prévios realizados com fêmeas de camundongos BALB/c e 

C57BL/6 demonstraram que T. gondii é raramente encontrado no útero e placenta das 

fêmeas aos 8 e 19 dias de gestação e infecção (COUTINHO et al., 2012). Do mesmo 
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modo, fêmeas do roedor Calomys callosus cronicamente infectadas com a cepa ME-49 

de T. gondii apresentam baixa concentração de parasitos na placenta (FRANCO et al., 

2015). As fêmeas CB10-H2 e C57BL/KsJ também apresentaram baixo número de 

parasitos detectados por imunohistoquímica no útero e placenta quando infectadas com 

a cepa ME-49 de T. gondii  no dia da detecção da rolha vaginal. 

Como a expressão do mRNA de SAG1 tem sido utilizado para detecção de 

taquizoitos em órgãos de animais (SINGH et al.; 2010), nesse estudo foi verificado a 

expressão de SAG1 no útero/placenta dos animais infectados e níveis mínimos de 

expressão de foram detectados nesses órgãos. Ao contrário, quando fêmeas de 

camundongos Kunming são infectadas, via vaginal, com a cepa RH de T. gondii entre 

os dias 10 e 16 de detecção de rolha vaginal, a expressão de mensagem para SAG-1 foi 

detectada no útero e placenta das fêmeas gestantes (FU et al., 2015). No entanto, em um 

estudo no qual 785 placentas foram analisadas, incluindo 51 placentas de casos de 

toxoplasmose congênita documentados, T. gondii foi detectado em apenas 16 placentas, 

incluindo uma na qual a toxoplasmose congênita havia sido descartada (FILISETTI et 

al., 2010). Isso sugere que a via de infecção, a cepa do parasito e o período gestacional 

no qual ocorre a infecção influenciam na detecção do parasitismo tecidual no útero e 

placenta e, ainda, que o aborto ocorre independente da presença do parasito nesses 

órgãos.  

 O pulmão e o cérebro foram analisados para detecção de parasitos e os mesmos 

foram encontrados no pulmão de todas as fêmeas avaliadas, tanto CB10-H2 quanto 

C57BL/KsJ, enquanto que, no cérebro, T. gondii foi encontrado principalmente aos 18 

dias de infecção em ambas as linhagens de camundongos, independente da gestação. 

Resultados similares foram observados nas fêmeas de camundongos das linhagens 

BALB/c e C57BL/6 (COUTINHO et al., 2012) e estão de acordo com os dados 
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observados por Resende e colaboradores (2008) nos quais T. gondii foi encontrado no 

cérebro de camundongos das linhagens CB10-H2 e C57BL/KsJ infectados com a cepa 

ME-49 do parasito.  

Deste modo, a gestação não interferiu na disseminação do parasito para o 

pulmão e cérebro dos camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ infectados e, embora não 

tenham sido encontrados parasitos no útero e placenta dos camundongos experimentais, 

acredita-se que os danos gestacionais estejam relacionados com a resposta imune 

desenvolvida no útero após a infecção do hospedeiro pelo parasito.  

O balanço de citocinas vem sendo descrito como um mecanismo muito 

importante na determinação da sobrevivência do feto no útero materno sendo que as 

células Th2 são predominantes na decídua de mulheres durante os estágios precoces da 

gestação (SAITO, 2000). No entanto, a infecção por T. gondii provoca alterações no 

balanço Th1/Th2 na placenta como foi evidenciado pela diminuição nos níveis de IL-4 e 

IL-10 e aumento de IFN-γ in vivo (MAO et al., 2007) e in vitro (ZHANG et al., 2006). 

Na gestação dos mamíferos foi demonstrado que a produção de citocinas de perfil Th2 e 

Th3, como IL-4, IL-10 e TGF-β, favorecem a manutenção da gestação durante o 

primeiro trimestre (LIN et al., 1993) enquanto que o predomínio do padrão Th1 (alta 

regulação de IL-2, IFN-γ e TNF-α) provoca a rejeição do feto na interface materno-fetal 

(RAGHUPATHY, 2001). 

 Além disso, durante a gestação normal os tecidos placentários humanos induzem 

a expansão de células Tregs CD25
high

CD127
low

Foxp3
+
 juntamente com o aumento na 

produção de IL-10, enquanto que as produções de IFN-γ (Th1), IL-13 (Th2) e IL-17 

(Th17) não são induzidas (SVENSSON-ARVELUND et al., 2015).  

 No nosso estudo as fêmeas CB10-H2 apresentaram altos níveis de IL-6 aos 8 

dias de gestação e infecção enquanto que esses níveis foram altos aos 8 e 18 dias de 
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gestação e infecção para as fêmeas C57BL/KsJ, bem como altos níveis de IFN-γ aos 8 

dias de infecção para ambas as linhagens, independente da gestação e, ainda, altos 

níveis de TNF aos 8 e 18 dias de gestação e infecção nas amostras de soro, o que pode 

ser associado aos danos gestacionais observados nos casos de toxoplasmose congênita. 

 Estudos anteriores do nosso grupo (COUTINHO et al., 2012) verificaram que 

aos 8 dias de gestação e infecção as fêmeas das linhagens BALB/c e C57BL/6 também 

apresentaram altos níveis de IFN-γ e TNF nas amostras de soro e, além disso, as fêmeas 

C57BL/6 apresentaram maiores níveis de TNF em relação às fêmeas BALB/c, o que 

persistiu aos 19 dias de gestação e infecção. No presente trabalho observou-se que as 

fêmeas C57BL/KsJ também apresentaram maiores níveis de IFN-γ, IL-6 e TNF no soro 

aos 8 dias de infecção quando comparadas às fêmeas CB10-H2 sugerindo que a 

produção de citocinas pró-inflamatórias sistêmicas na infecção por T. gondii esteja 

relacionada com o background genético dos camundongos C57BL/6. 

Interessante que no homogenato de útero das fêmeas CB10-H2 aos 8 e 18 dias 

de infecção foram observados altos níveis de expressão de mensagem para FOXP3 e IL-

13 comparados com os níveis observados nas fêmeas C57BL/KsJ. A gestação 

aparentemente aumentou a expressão nos órgãos das fêmeas CB10-H2 e a infecção 

induziu aumento adicional nesses níveis de expressão, sendo que um perfil similar foi 

observado para os níveis de expressão de mensagem para IL-10. A infecção por T. 

gondii por si só não provoca aumento relevante na expressão de mensagem para FOXP3 

em relação às fêmeas somente gestantes, contudo, a gestação e infecção concomitantes 

provoca aumento relevante nessa expressão, o que pode ser um mecanismo de controle 

da infecção e manutenção da gestação. 
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Portanto, no útero/placenta das fêmeas CB10-H2 a expressão de mensagens para 

FOXP3, IL-13 e IL-10 parece estar relacionada com o background genético dos 

camundongos BALB/c. 

 Previamente foi demonstrado que a citocina IL-10 oferece proteção contra a 

toxoplasmose congênita. Quando camundongos gestantes foram infectados por T. 

gondii aos 8 dias de gestação e tratados com IL-10 recombinante no décimo e décimo 

segundo dias de gestação, houve diminuição na taxa de reabsorção fetal em relação às 

fêmeas gestantes, infectadas e não tratadas e a detecção de IFN-γ diminuiu no 

sobrenadante placentário das fêmeas tratadas (ZHANG et al., 2012a). Além disso, a IL-

10 é capaz de reduzir a apoptose de células Tregs deciduais contribuindo para a melhora 

dos resultados gestacionais adversos provocados pela infecção por T. gondii, sendo que 

camundongos gestantes IL-10
-/-

 apresentam uma regulação positiva das caspases 3 e 8 

associadas com os resultados gestacionais prejudicados (LAO et al., 2015). Outros 

trabalhos demonstraram diminuição no número de Tregs CTLA-4
+
 e PD-1

+
 no baço e 

na interface materno-fetal de camundongos C57BL/6 infectados por T. gondii aos 8 dias 

de gestação e sacrificados 6 dias após a infecção sugerindo, mais uma vez, que a 

infecção por T. gondii induz apoptose de células Tregs (LIU et al., 2014).  

 Além disso, fêmeas de camundongos C57BL/6 gestantes e infectadas aos 8 dias 

de gestação também apresentaram níveis diminuídos de células Tregs (GE et al., 2008; 

ZHANG et al., 2012b) e níveis elevados de células Th17 na placenta das fêmeas 

gestantes e infectadas (ZHANG et al., 2012b). No presente trabalho, a expressão de 

mensagens para FOXP3 ou IL-10 ou IL-13 no útero/placenta das fêmeas CB10-H2, não 

foi capaz de regular os níveis das citocinas pró-inflamatórias encontrados nos 

camundongos infectados, gestantes ou não, o que pode ter resultado nos danos 

gestacionais observados nessa linhagem. 
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 De modo surpreendente, a expressão de mensagem para TGF-β foi baixa nas 

fêmeas CB10-H2 aos 8 e 18 dias de infecção, gestantes ou não, comparada às fêmeas 

C57BL/KsJ e essa linhagem apresentou maiores níveis de expressão de mensagem para 

TGF-β nas fêmeas infectadas comparadas com as fêmeas não infectadas. Ao contrário 

do que foi observado no nosso estudo, fêmeas C57BL/6 gestantes e infectadas aos 8 

dias de gestação apresentaram baixos níveis de TGF-β na placenta 6 dias após a 

infecção (ZHANG et al., 2012a), além disso, T. gondii induziu redução nos níveis de 

IL-10 e TGF-β e aumento nos níveis de IFN-γ na interface materno-fetal (LIU et al., 

2014).  

Os diferentes resultados relacionados à detecção de TGF-β observados no nosso 

trabalho podem estar associados aos períodos gestacionais e de infecção e, também com 

as diferentes cepas do parasito utilizadas nos diferentes trabalhos. Além disso, nós 

mensuramos a expressão de mensagem enquanto nos outros trabalhos (LIU et al., 2014; 

ZHANG et al., 2012a) houve mensuração de TGF-β em homogenatos de placenta. 

Entretanto, apesar da alta expressão de mensagem para TGF-β observada no nosso 

trabalho, não houve prevenção dos danos gestacionais observados nas fêmeas 

C57BL/KsJ, o que pode sugerir que nem toda a mensagem para TGF-β tenha sido 

traduzido em proteína,  o que necessita ser investigado em trabalhos posteriores. Além 

disso, essa linhagem de camundongo apresentou níveis de expressão de mensagem para 

TNF aparentemente maiores no útero/placenta aos 8 dias de gestação e infecção, e 

significativamente maiores aos 18 dias de gestação e infecção, assim como maiores 

níveis sistêmicos dessa citocina quando comparado aos animais CB10-H2.  

 Resultados anteriores demonstraram que fêmeas C57BL/6 gestantes e infectadas 

no dia da detecção da rolha vaginal apresentaram maiores números de células 

apoptóticas quando comparadas com as fêmeas BALB/c (COUTINHO et al., 2012). 
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Recentemente foi demonstrado que a citocina IFN-γ secretada por células NK deciduais 

induz apoptose de células trofoblásticas humanas in vitro (ZHANG et al., 2015). As 

citocinas TNF e IFN-γ podem aumentar a apoptose dos trofoblastos a partir da 

modulação da expressão de Fas/FasL (ASCHKENAZI et al., 2002). Na presente 

investigação, experimentos adicionais são necessários para investigar se os danos 

gestacionais provocados pela infecção por T. gondii possam estar relacionados com 

aumento de apoptose das células trofoblásticas induzida pela alta produção de TNF e 

IFN-γ nos camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ. 

Além da resposta imunológica humoral, muitos mediadores podem ser 

produzidos pelos mastócitos, dentre eles TNF (GALLI et al., 2005) e uma vez ativados, 

essa citocina estocada nesse tipo celular pode ser rapidamente liberada, juntamente com, 

IL-33 e IL-1 (GU et al., 2015), além de diversas proteases específicas de mastócitos, 

como quimases, triptases e carboxipeptidases (PEJLER et al., 2010; TRIVEDI; 

CAUGHEY, 2010; CAUGHEY, 2011; LUNDEQUIST; PEILER, 2011). 

As proteases de mastócitos contribuem para a resistência de infecções 

parasitárias. Knight e colaboradores (2000) demonstraram a expulsão tardia de 

helmintos adultos e aumento na deposição muscular de larvas em camundongos 

deficientes em MCP-1. Além disso, Shin e colaboradores (2008) mostraram que a 

MCP-6 é importante para a eliminação da infecção crônica por Trichinella spiralis a 

partir do recrutamento de eosinófilos para a larva de T. spiralis, e a eliminação das 

larvas no músculo esquelético cronicamente infectado foi prejudicada nos camundongos 

deficientes em MCP-6/Tpsb2. 

Devido ao fato de que a infiltração de eosinófilos ao redor da larva de T. spiralis 

também ter sido prejudicada nos camundongos deficientes em IgE, acredita-se que os 
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mastócitos e, mais especificamente, a imunidade inata e adaptativa estejam relacionados 

com a MCP-6/Tpsb2 na fase crônica da infecção por T. spiralis (SHIN et al., 2008).  

Com a progressão da gestação observou-se diminuição na migração de 

mastócitos, enquanto que a infecção por T. gondii mantém o número dessas células em 

ambas as linhagens, ou aumenta como observado em camundongos C57BL/KsJ aos 18 

dias de infecção, possivelmente participando da eliminação do parasito e ao mesmo 

tempo envolvimento do processo gestacional. 

No nosso trabalho nós observamos que nas fêmeas C57BL/KsJ, embora a 

quantidade de mastócitos granulados e desgranulados seja similar aos 8 dias de gestação 

e infecção, houve um pico tanto na expressão de mensagem, quanto na produção de 

TNF nas fêmeas C57BL/KsJ aos 8 dias de gestação e infecção. Esses dados sugerem 

que os mastócitos podem estar envolvidos na maior produção de TNF, como foi 

detectado sistemicamente, e maior expressão no útero/placenta nessa linhagem de 

camundongos. Além disso, houve um aparente aumento na expressão de mensagem 

para CMA1 nas fêmeas C57BL/KsJ aos 8 e 18 dias de infecção, entretanto, foi 

observada uma diminuição na expressão de MCPT4. A quimase CMA1 (α-quimase) é 

mais expressa na diferenciação precoce dos mastócitos, enquanto que a MCPT4 (β-

quimase) aparece numa fase mais tardia da diferenciação (GURISH et al., 1992), porém 

não sabemos ainda se esses fatores estariam influenciando o resultado da gestação em 

nossos estudos. 

Já aos 18 dias de infecção, as fêmeas de ambas as linhagens apresentaram 

quantidades significativamente maiores de mastócitos desgranulados em relação aos 

granulados, independentemente da gestação. Em paralelo, a expressão de mRNA para 

TNF, bem como sua produção sistêmica nas fêmeas C57BL/KsJ foi alta e 

significativamente maior aos 18 dias de gestação e infecção comparada a produção de 



89 

 

TNF nas fêmeas CB10-H2 na mesma condição. Porém, a expressão de CMA1 foi 

aumentada nas fêmeas C57BL/KsJ e, ao contrário, a expressão de MCPT4 foi 

diminuída nessas fêmeas aos 8 e 18 dias de infecção, independentemente da gestação. 

De modo contrário, as fêmeas CB10-H2 apresentaram um aumento aparente na 

expressão de MCPT4 aos 8 e 18 dias de gestação e infecção. Sabe-se que a protease 4 

de mastócitos murina (mMCP-4) está relacionada com auto-imunidade e doenças 

inflamatórias, porém, o mecanismo exato em relação a sua função nessas condições 

patológicas permanece obscuro (LIN et al., 2011). Em relação aos nossos resultados, a 

expressão diferenciada de quimases nos mastócitos das linhagens CB10-H2 e 

C57BL/KsJ pode estar relacionada a diferentes funções e estados de ativação dessas 

células nesses sítios, e estudos adicionais são necessários para esclarecer o papel dessas 

células no útero/placenta. 

As análises dos isotipos de IgG específicos anti-T. gondii em estudos prévios 

demonstraram que os níveis de anticorpos IgG são aparentemente maiores no soro das 

fêmeas BALB/c gestantes e infectadas comparadas com as fêmeas C57BL/6 aos 19 dias 

de gestação e infecção (COUTINHO et al., 2012).  

No presente estudo nós observamos que aos 18 dias de infecção, 

independentemente da gestação, tanto as fêmeas CB10-H2 quanto as C57BL/KsJ 

apresentaram níveis similares de IgG total específicos contra T. gondii no soro.  

O isotipo de imunoglobulina IgG2a em camundongos é reconhecido como 

característico de resposta tipo Th1 e IgG1 como Th2 (SNAPPER; PAUL, 1987). Foi 

demonstrado anteriormente, que os níveis de IgG2a foram maiores do que os níveis de 

IgG1 tanto no soro das fêmeas BALB/c quanto nas C57BL/6, gestantes e não-gestantes, 

porém, aos 19 dias de gestação e infecção as fêmeas BALB/c gestantes apresentaram 

maiores níveis de IgG1 e IgG2a nas amostras de soro comparadas às fêmeas C57BL/6 
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(COUTINHO et al., 2012). Nossos resultados mostraram que os níveis de IgG2a foram 

maiores do que os níveis de IgG1 em fêmeas das linhagens CB10-H2, e C57BL/KsJ 

quando não gestantes, sendo que as fêmeas CB10-H2 apresentaram maiores níveis de 

anticorpos IgG1 e IgG2a do que as fêmeas C57BL/KsJ.  

 Esses resultados, juntamente com nossos dados anteriores (COUTINHO et al.; 

2012) sugerem que os níveis mais elevados de produção das imunoglobulinas dos 

isotipos IgG1 e IgG2a parecem estar relacionadas ao background genético de 

camundongos BALB/c. Além disso, as fêmeas C57BL/KsJ apresentaram maiores níveis 

de IgG2b comparadas com as fêmeas CB10-H2 não-gestantes, porém, estudos 

adicionais devem ser realizados para elucidar o perfil desse isotipo de imunoglobulina 

em relação aos camundongos BALB/c e C57BL/6. 

Foi previamente demonstrado que a imunidade humoral é importante para o 

controle da infecção por T. gondii (JOHNSON et al.; 1983, KANG et al.; 2000, 

SAYLES et al.; 2000). Entretanto, neste nosso estudo, os níveis de anticorpos não foram 

suficientes para conter a infecção pelo T. gondii como foi observado pelo parasitismo 

verificado no cérebro de ambas as linhagens de camundongos. De acordo com nossos 

resultados, dois grupos de camundongos CBA/J foram infectados com 10 cistos da cepa 

ME-49 de T. gondii por gavagem, sendo um grupo tratado com sulfadiazina e outro não 

tratado. Dois meses após a infecção, o soro obtido dos animais não tratados apresentou 

títulos de anticorpos IgG, bem como mRNA para SAG-1, significativamente maiores do 

que os animais tratados, demonstrando que o aumento nos títulos de IgG no soro estão 

associados com o aumento no número de taquizoítos no cérebro (mensurados pela 

quantidade de mRNA para SAG-1) durante os estágios tardios da infecção (SINGH et 

al., 2010).  
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Nossos resultados indicam que os altos níveis sistêmicos de IL-6, IFN-γ e TNF, 

principalmente aos 8 dias de gestação e infecção nas fêmeas C57BL/KsJ, bem como a 

alta expressão de mensagem para IFN-γ na interface materno-fetal e os altos níveis de 

IFN-γ e TNF nas fêmeas CB10-H2 podem ter provocado os danos gestacionais 

observados. Em suma os dados sugerem que a ausência de associação do haplotipo do 

MHC H-2
d
, presente em camundongos BALB/c, com o background genético dessa 

linhagem de camundongo, parece estar envolvida em maior prejuízo gestacional nos 

casos de toxoplasmose congênita, como foi observado em camundongos CB10-H2 (H-

2
b
, background genético da linhagem BALB/c) e C57BL/KsJ (H-2

d
, background 

genético da linhagem C57BL/6). 
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6. Conclusões  

 

 A infecção por T. gondii induziu alta taxa de reabsorção embrionária em fêmeas 

gestantes CB10-H2 e C57BL/KsJ. Os danos gestacionais foram similares para ambas 

as linhagens de camundongos, uma vez que não houve diferença significativa quanto 

aos índices de aborto comparados entre as duas linhagens. 

 

 O parasito foi raramente detectado no útero/placenta dos animais CB10-H2 e 

C57BL/KsJ infectados com T. gondii, sendo que esse foi detectado no pulmão  dos 

animais infectados, independente da gestação, e  no cérebro principalmente aos 18 

dias de infecção, independente da gestação. 

 

 Os danos gestacionais observados durante a infecção por T. gondii parecem estar 

associados com os altos níveis sistêmicos de citocinas pró-inflamatórias, tais como 

IL-6, IFN- e TNF, e locais, INF- e TNF nas fêmeas infectadas. Além disso, apesar 

da expressão de mensagem para FOXP3 e IL-13 no útero/placenta de camundongos 

CB10-H2 e TGF- em camundongos C57BL/KsJ, não houve proteção das fêmeas 

gestantes e infectadas contra os danos gestacionais provocados pela toxoplasmose 

congênita.  

 

 A progressão da gestação induz redução da migração de mastócitos para o 

útero/placenta em ambas as linhagens de camundongos, entretanto, a infecção com T. 

gondii mantém o número dessas células nas fêmeas CB10-H2 e C57BL/KsJ, ou 

mesmo provoca aumento na migração para o útero, como foi observado nas fêmeas 

da linhagem C57BL/KsJ. Além disso, os mastócitos detectados parecem apresentar 
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diferentes estágios de ativação nas linhagens CB10-H2 e C57BL/KsJ infectadas, uma 

vez que expressam quimases (CMA1 e MCPT4) diferencialmente. 

  

 A produção de anticorpos IgG específicos anti-T. gondii no soro foi similar em 

ambas as linhagens de camundongos, no entanto, as fêmeas CB10-H2 produziram 

maiores níveis de IgG1 e IgG2a específicos anti-T. gondii do que as fêmeas 

C57BL/KsJ, independentemente da gestação. Ao contrário, as fêmeas C57BL/KsJ 

apresentaram maiores níveis de IgG2b específico anti-T. gondii no soro aos 18 dias 

de gestação e infecção e níveis significativamente maiores aos 18 dias de infecção 

quando não gestantes do que as fêmeas CB10-H2 nas mesmas condições. Porém, os 

níveis de anticorpos detectados não foram suficientes para proteção contra os danos 

gestacionais em ambas as linhagens. 

 

 

 A ausência da associação entre o H-2
d
 presente em camundongos BALB/c e o 

background genético dessa linhagem pode estar envolvida nos danos gestacionais 

provocados pela a infecção por T. gondii nos camundongos CB10-H2 e C57BL/KsJ. 
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