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RESUMO 

 

 

Toxoplasma gondii tem a propriedade de invadir tecidos e atravessar barreiras biológicas em 

humanos infectados. O parasita alcança locais imune-privilegiados, como a placenta e infecta 

diferentes populações de células placentárias, bem como as células endoteliais. Neste estudo, 

investigamos a influência de meio de cultura (meio condicionado) provenientes de explantes de 

vilosidades coriônicas, infectadas ou não por T. gondii, sobre células endoteliais da veia 

umbilical humana (HUVEC).  As células HUVEC foram infectadas com taquizoítas da cepa RH 

(2F1) de T. gondii e tratadas  com meio condicionado infectado ou não infectados por T. gondii. 

A proliferação intracelular do parasita foi analisada pelo ensaio colorimétrico de β-galactosidase 

e a dosagem de  citocinas por ELISA.   A permeabilidade e a resistência elétrica (TEER) também 

foram analisadas, utilizando ensaio de fluorescência em cultura em transwell. A expressão da 

proteína ZO-1 foi realizada pela imunofluorescência e a expressão de ICAM-1 por Western 

blotting. As células infectadas e tratadas com meio condicionado apresentaram alta carga 

parasitária, maior produção de citocina pró-inflamatória e maior permeabilidade em oposição à 

resistência elétrica transepitelial. O tratamento com meio condicionado infectado ou não, bem 

como a infecção das células HUVEC induziram menor expressão de ZO-1. A expressão de 

ICAM-1 foi alterada pelo meio condicionado, independente da infecção,  em células HUVEC, 

infectadas ou não. A inibição da proteína de adesão ICAM-1, aumentou a proliferação 

parasitária nas células HUVEC. Tomados em conjunto, os dados demonstraram que a infecção 

por T. gondii e o tratamento com meio condicionado infectado alteram a secreção de citocinas e 

a resistência elétrica, aumentando a permeabilidade celular devido a uma alteração de ICAM-1 

e diminuição da expressão de ZO-1 assim facilitando a proliferação parasitária nas células 

HUVEC. 

 

 

 

 

Palavras chaves: Toxoplasma gondii, células HUVEC, expressão de ICAM-1, citocinas, 

permeabilidade celular, resistência elétrica e ZO-1. 
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ABSTRACT 

 

 

Toxoplasma gondii has the property of invading tissues and crossing biological barriers in infected 

humans. The parasite reaches immune-privileged sites such as the placenta and infects different 

populations of placental cells as well as endothelial cells. In this study, we investigated the 

influence of culture medium (conditioned medium) from chorionic villi explants, infected or not 

by T. gondii, on human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). HUVEC cells were infected 

with T. gondii RH (2F1) tachyzoites and treated with conditioned medium infected or not infected 

with T. gondii. The intracellular proliferation of the parasite was analyzed by colorimetric β-

galactosidase assay and cytokine dosage by ELISA. Permeability and electrical resistance (TEER) 

were also analyzed using fluorescence assay in transwell culture. ZO-1 protein expression was 

performed by immunofluorescence and ICAM-1 expression by Western blotting. Infected cells 

treated with conditioned medium had a high parasite load, greater production of pro-inflammatory 

cytokine and greater permeability in opposition to transepithelial electrical resistance. Treatment 

with infected or uninfected conditioned medium, as well as infection of HUVEC cells induced 

lower expression of ZO-1. ICAM-1 expression was altered by the conditioned medium, regardless 

of infection, in HUVEC cells, infected or not. Inhibition of the adhesion protein ICAM-1 increased 

parasite proliferation in HUVEC cells. Taken together, the data demonstrated that T. gondii 

infection and treatment with infected conditioned media alter cytokine secretion and electrical 

resistance, increasing cell permeability due to an alteration of ICAM-1 and decreased expression 

of ZO- 1 thus facilitating parasitic proliferation in HUVEC cells. 

 

 

 

 

 

 

Key words: Toxoplasma gondii, HUVEC cells, ICAM-1 expression, cytokines, cell 

permeability, electrical resistance and ZO-1. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Gestação e placenta 

 

A placenta é um órgão que desempenha importantes funções para a promoção do 

sucesso gestacional. A formação deste órgão se deve a interação entre processos 

interdependentes e interligados: desenvolvimento embrionário e sua implantação, bem como 

uma adequada decidualização  (WINSHIP et al., 2015). A implantação embrionária é                                  o processo 

pela qual o embrião, na fase de blastocisto, adquire um posicionamento fixo e estável  na parede 

endometrial. O embrião nessa fase é formado por uma camada única de células epitelióides, o 

trofoblasto que reveste tanto a blastocele quanto o embrioblasto, que dará origem  ao corpo do 

embrião propriamente dito. Este processo de implantação se caracteriza pelas seguintes  fases: 

aposição, aproximação e posicionamento do blastocisto na cavidade uterina, adesão ao epitélio  

luminal uterino e invasão do embrião no estroma endometrial (BENIRSCHKE et al., 2006; 

CHAMLEY et al., 2014, BURTON; JAUNIAUX 2015). Além disso, outro fator crucial para o  

sucesso da implantação é a tolerância imunológica, caracterizada pelos elevados níveis de 

citocinas produzidas pelas células estromais endometriais, bem como por “natural killer” 

(células NK), células apresentadoras de antígenos (APS), células dendríticas (DCs) e 

macrófagos (KÄMMERER et al., 2005). 

A partir do momento em que o embrião entra em contato com o epitélio uterino, durante 

a fase secretora do ciclo menstrual, ocorre a diferenciação das células estromais endometriais e 

a  secreção  de fatores envolvidos no processo de decidualização (DALY et al., 1983; MENDES 

et al., 2019). A decidualização caracteriza-se por modificações no tecido conjuntivo frouxo 

formando o estroma endometrial. Esta modificação é caracterizada pela transformação de uma 

população especial de células morfologicamente descritas como fibroblastos em células que 

adquirem características fenotípicas de células epiteliais. Estas novas células são poliédricas 

volumosas e polinucleadas e passam a ser denominadas células deciduais (FINN, 1977). O 

conjunto de alterções celulares que culminam com a formação de células deciduais é  

denominado de reação decidual ou decidualização (FINN, 1977). 

Este processo é dinâmico e ocorre dentro de um espaço de tempo  pré-estabelecido e 

notavelmente curto, durante o qual os fibroblastos endometriais adquirem progressivamente 
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novas características morfofuncionais, remodelamento vascular, aumento  de células do sistema 

imunológico (GELLERSEN et al., 2007) e regulação da migração/invasão e proliferação de 

células trofoblásticas. Se o processo de decidualização for prejudicado, poderá levar a doenças 

reprodutivas como infertilidade, aborto, desordens no útero/placenta e endometriose 

(GELLERSEN et al., 2007; SALKER et al., 2011; BARRAGAN et al., 2016). 

Após a adesão do blastocisto ao epitélio uterino decidualizado, as células trofoblasticas 

iniciam um processo de diferenciação formando subpopulações (BENIRSCHKE et al., 2006). 

As células trofoblásticas são  responsáveis pelo processo de implantação do embrião e formação 

da parte fetal da placenta; bem como nutrição,  proteção (MOORE et al., 1993) e regulação 

hormonal (FERRO; BEVILACQUA, 1994; FERRO, 2000; CHAMLEY et al., 2014; 

MAYHEW, 2014). Durante o processo de implantação, o trofoblasto que circunda 

externamente o blastocisto se diferencia e passa a apresentar propriedades e funções distintas. 

Essas células passam a ser denominadas de citotrofoblásto (HUPPERTZ et al., 2006). O 

citotrofoblasto  posteriormente se diferencia em  sinciciotrofoblasto,  células multinucleadas 

oriunda da fusão de células do citotrofoblasto que apresentam grande capacidade invasiva e 

garantem a implantação embrionária (HUPPERTZ et al., 2006). Essas células são responsáveis 

pelo transporte de nutrientes, produção de alguns hormônios e o revestimento dos vilos 

flutuantes. O citotrofoblasto também se diferencia em trofoblasto extraviloso, responsável pela 

migração/invasão da decídua e remodelamento das arteríolas espiraladas através da substituição 

das células endoteliais dos vasos (KLIMAN et al., 2000). Dessa forma, o sucesso gestacional 

depende da implantação do blastocisto no endométrio decidualizado e sua interação 

principalmente com as células trofoblásticas para a formação da placenta (KLIMAN et al., 

2000; LOKE; KING; BURROWS, 1995; SALAMONE et al., 2012). 

 

1.2 Explantes placentários 

 

            A placenta é o único órgão transitório associado com a interação materno-fetal (TAKAO  et 

al., 1990), proporcionando suporte para o crescimento e desenvolvimento do feto durante o 

processo gestacional. Ela é responsável pela secreção de hormônios (LOKE; KING; BURROWS, 

1995), fornecimento de nutrientes e oxigênio, ajuda na excreção (BENIRSCHKE et al., 2006), na 

formação de um microambiente de tolerância imunológica necessária para o sucesso gestacional 

(ROBERT-GANGNEUX et al., 2012) e proteção contra patógenos   (POLACHEK et al., 2010). 
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A estrutura deste órgão e a diversidade dos subtipos de trofoblasto diferem bastante entre 

os mamíferos, existindo quatro diferentes tipos de placentas: epitéliocorial, sinoepitéliocorial, 

endotéliocorial e hemocorial. A placenta humana é conhecida como hemocorial, definida pelo 

contato direto entre o sangue materno e células trofoblásticas. Outra  característica da placenta 

hemocorial é a grande presença de vasos sanguíneos (BURTON et al., 1995), devido a 

angiogênese placentária que é essencial para a sua capacidade invasiva, alcançando 

profundamente à decídua e fornecendo o melhor ambiente para o crescimento do feto no útero 

(GUDES et al., 2004; PRATT et al., 2015; VELICKY et al., 2016). Ela é composta  por uma 

porção materna (decídua) e outra fetal (placa coriônica). A porção decidual é constituída pelas 

células deciduais, derivadas de fibroblastos, que se diferenciam e formam a decídua, as quais 

secretam citocinas, fatores de crescimento e agentes imunomoduladores envolvidos na 

regulação da invasão do trofoblasto (VERMA et al., 2000). Também tem a presença de artérias 

uteroplacentárias, constituídas de células endoteliais, responsáveis por transportar uma 

quantidade suficiente de sangue, responsável por oxigenar e nutrir o feto (BURTON et al, 

2009). A parte coriônica é formada pelos vilos coriônicos, que formam a própria barreira 

placentária, organizada em inúmeras ramificações com o objetivo de aumentar a área de 

superfície com o sangue materno (GUDES et al., 2004). 

A interface materno-fetal é caracterizada por um complexo microambiente , constituída 

pelas células, sinciciotrofoblasto, o qual está diretamente em contato com o sangue  materno, 

citotrofoblasto, mesênquima, endotélio, trofoblasto extraviloso, o qual é responsável pela 

ancoragem da placenta no útero (KLIMAN et al., 2000; GUDES et al., 2004) e células imunes 

inatas e adaptativas capazes de secretar citocinas (TOOTHAKER et al., 2020). Embora a 

placenta forme uma barreira contra a transmissão de diversos patógenos para o feto, muitos 

destes podem ser transmitidos por via transplacentária (GUDE et al., 2004, HARKER; UENO; 

LODOEN, 2015). 

Estudos utilizando vilos placentários humanos como modelo experimental de interface 

materno-fetal humana são muito importantes para o entendimento dos mecanismos operantes  

neste microambiente após a infecção com parasitos, incluindo T. gondii. Este protozoário é 

habil  para infectar o sinciciotrofoblasto, tão logo ocorra  a adesão do parasita, e também a 

camada de células subjacentes, o citotrofoblasto (HARKER; UENO; LODOEN, 2015; ANDER 

et al., 2018) em diferentes períodos gestacionais  (ROBBINS et al., 2012; HARKER et al., 

2015). Além do mais, outros trabalhos recentes têm demonstrado que T. gondii infecta 

preferencialmente a camada composta por trofoblasto extraviloso do que a camada de 
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sinciciotrofoblasto, sugerindo que este parasito pode alcançar os tecidos fetais por uma via mais 

vulnerável da interface (ROBBINS et al., 2012; HARKER et al., 2015; COYNE e LAZEAR, 

2016). 

 

1.3 Células trofoblásticas extravilosas e a linhagem HUVEC 

 

Como anteriormente citado, o trofoblasto é uma população celular importante da 

interface materno-fetal. O trofoblasto é uma célula de origem fetal que possui uma diversidade 

de funções que propiciam o sucesso gestacional. Primeiramente, esta célula é responsável pela 

adesão e invasão do blastocisto no endométrio receptivo, pela nutrição do embrião e por formar 

a porção fetal da placenta (FITZGERALD et al., 2008). Os trofoblastos são conhecidos como 

uma população celular progenitora denominada citotrofoblastos (GOLDMAN-WOHL; 

YAGEL, 2002; KNÖFLER, 2010, ILEKIS et al., 2016) que se diferenciam em duas grandes 

populações: sinciotrofoblasto e trofoblasto extraviloso (GOLDMAN-WHOL; YAGEL, 2002; 

KAUFMANN; BLACK; HUPPERTZ, 2003; BALL et al., 2006) responsável pela 

migração/invasão da decídua e remodelamento das arteríolas espiraladas através da substituição 

das células endoteliais dos vasos (KLIMAN et al., 2000). 

As células trofoblásticas extravilosas possuem vários subtipos presentes na decídua, 

dependendo de sua localização: trofoblasto extraviloso intersticial (TEVi), os quais são 

mononucleares, presentes no mesênquima decidual; e trofoblasto extraviloso endovascular 

(TEVe) presente no revestimento vascular (LYALL et al., 2013), os quais estão diretamente 

associados com as artérias espiraladas, remodelando-as e aumentando o diâmetro do vaso e 

diminuindo a resistência de fluxo sanguíneo de forma a permitir um maior fluxo de sangue para 

o espaço intervioloso, e consequentemente, levando uma abundância de nutrientes para a 

interface materno-fetal (REDMAN; SARGENT, 2010; CHAMLEY et al., 2014; GATHIRAM; 

MOODLEY, 2016).  

A migração/invasão do trofoblasto extraviloso é estimulada pela secreçãode citocinas e 

quimiocinas pelas células deciduais (IWAHASHI et al., 1996), tendo estas a capacidade de 

controlar rigorosamente essa migração/invasão do trofoblasto extraviloso, para que não 

ultrapasse os limites da decídua e não cause patologias durante a gestação (LALA; 

HAMILTON, 1996; BISCHOF; MEISSER; CAMPANA, 2000; SHARMA; GODBOLE; 
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MODI, 2016).A correta  migração/invasão do trofoblasto extraviloso em direção as artérias 

espiraladas é um pré-requisitos para uma gestação de sucesso (PIJNENBORG et al., 1991; ; 

BISCHOF e IRMINGER-FINGER, 2005; NORWITZ et al., 2007; HARRIS et al 2010; 

WEISS et al. 2016). No momento que as células trofoblásticas extravilosas se deslocam até a 

decídua materna, elas invadem as artérias espiraladas e acabam por substituir as células 

endoteliais que revestem estas  artérias. Este mecanismo de invasão vascular propicia a  

dilatação do calibre arterial e incapacitando o controle vasomotor materno, até o final do 

segundo trimestre (HUPPERTZ et al., 2005; MOSER et al., 2018).  

Esta remodelação vascular está associada a um aumento de dez vezes no suprimento de 

sangue para a unidade feto placentária no terceiro trimestre em comparação com o útero não 

gravídico  (BROSENS et al., 1967; BURTON et al, 2009). Inicialmente, a transformação 

fisiológica das artérias espiraladas inclui vacuolização endotelial e edema em células musculares 

lisas (ROBERTSON et al., 1975; STAFF et al; 2010). Tais alterações são ditada pelos processos 

imunes operantes na decídua  (WHITHLEY et al., 2010; SMITH et al., 2009; TESSIER et al., 

2015). Em etapa posterior, as células trofoblásticas extravilosas  destroem a musculatura lisa 

das artérias espiraldas  (BROSENS et al., 1967; BROSENS et al., 2010; PIJNENBORG et al., 

2006; BROSENS et al., 1966). 

A transformação fisiológica das artérias espiraladas é um processo normal (BROSENS 

et al., 1966; BROSENS et al., 2010) e esperado durante a correta invasão de células 

trofoblásticas extravilosas. Uma incorreta taxa de de  migração/invasão das células 

trofoblásticas extravilosas ou o não remodelamento das artérias espiraladas pode levar a 

consequências graves para a gestante e para o feto (SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016). 

Uma capacidade diminuída na invasão do trofoblasto pode ocasionar complicações gestacionais 

como pré-eclâmpsia (LYALL et al., 2001; KAUFMANN et al., 2003) ou restrição do 

crescimento intrauterino (JI et al., 2013). Por outro lado, um excessivo processo de 

migração/invasão pode estar relacionado ao desenvolvimento da placenta acreta, quando a 

placenta ultrapassa o miométrio (CHAKPABORTY et al., 2002). 

As células endoteliais (ECs) formam o revestimento celular mais interno dos vasos 

sanguíneos e linfáticos. O endotélio, além de ter um papel importante na regulação de várias 

funções fisiológicas, também participa de processos imunológicos/inflamatórios, incluindo a 

presença de leucócitos, apresentação de antígenos, regulação do sistema do complemento e 

remoção de complexos imunes (MEGYERI et al., 2009; JANI et al 2014). Schwaner e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6153604/#CR53
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colaboradores (2017) realizaram estudos com a utilização das células endoteliais da veia 

umbilical humana (linhagem HUVEC) para ter uma melhor compreensão dos efeitos pró- 

inflamatórios em relação a essas células endoteliais. Já Baudin e colaboradores (2007) 

executaram um protocolo para o isolamento e cultura de células HUVEC, destacando a 

importância das células endoteliais no controle das trocas gasosas no nível pulmonar, regulação 

do fluxo de células sanguíneas circulantes e de várias moléculas bioativas, por exemplo, fatores 

de crescimento, proteínas de coagulação, lipoproteínas e hormônios (RYAN et al., 1984; VANE 

et al., 1990; PARK et al., 2006).  

As células endoteliais apresentam diferentes moléculas  na sua membrana plasmática,  

permitindo uma diferesidade  de potencial comunicação celular com diferentes células, 

incluíndo as células trofobblásticas (CAVALLARO; DEJANA, 2011; HARJUNPAA et al., 

2019). Entre essas moléculas, as de adesão são reguladores importantes da função celular, 

integridade do tecido e homeostase. Esses receptores adesivos não medeiam apenas as 

interações célula a célula, mas também atuam através da associação com o citoesqueleto da 

célula e várias proteínas adaptadoras que desencadeiam eventos de sinalização intracelular em 

resposta a estímulos (CAVALLARO; DEJANA, 2011; HARJUNPAAL et al., 2019). 

 As moléculas de adesão ajudam a formar barreiras endoteliais e epiteliais por meio de 

transdução de sinal e interações homotípicas em junções celulares, enquanto fornecem suporte 

estrutural e suporte de ligação para matriz extracelular (ECM), glicocálice e muitos tipos de 

células residentes ou recrutadas por meio de interações nas membranas basal e apical 

(CAVALLARO; DEJANA, 2011). Entre essas moléculas se destaca a ICAM-1 que é uma 

glicoproteína de superfície celular expressa em um nível basal baixo em células imunes, 

endoteliais (EC) e epiteliais, mas é altamente regulada em resposta à estimulação inflamatória 

(HUBBARD; ROTHLEIN, 2000). Mais recentemente, alguns estudos identificaram vários 

novos papéis de ICAM-1 nas respostas de resolução de lesão epitelial, respostas imunes inatas 

e adaptativas na inflamação, tumorgênese (KONG et al., 2018) e também envolvidas em 

infecções por T. gondii, uma vez que o parasito utiliza dessa molécula no processo infecção de 

diferentes populações celulares (PFAFF et al., 2005). 

Entem células endoteliais existem as “tight junction protein” (TJs), complexos 

multiprotéicos  de proteínas integrais de membrana (claudinas e ocludina) e proteínas de 

arcabouço citoplasmáticas (ZO-1, ZO-2 e ZO-3) que são encontrados em diferentes células, 

entre elas as da placenta e células endoteliais (SIVASUBRAMANIYAM et al., 2013). Zônula 

de oclusão-1 (ZO-1) foi originalmente identificado em junções tight, que formam uma rede 
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dentro das células. Esta estrutura está presente apenas na intersecção entre duas células na zona 

de contato célula-célula. ZO-1 é uma proteína de membrana de 220 kDa, colocalizada com as 

proteínas transmembrana claudinas e ocludina (STEVENSON 1987; ANDERSON et al., 1988). 

ZO-1 foi  demonstrado e identificado como junções aderentes que unem as células e, assim, 

mantêm a polaridade celular e tecidual. Além disso, essas junções ancoram o citoesqueleto, 

permitindo a formação de macrocomplexos na membrana plasmática. Assim como ICAM-1, 

diferentes estudos têm estudado a proteína ZO-1 para identificar novos papéis como, um 

possível biomarcador confiável de disfunção da barreira intestinal contra a sepse bacteriémica, 

podendo representar uma valiosa ferramenta de prognóstico adicional para o prognóstico  dos 

pacientes (ASSIMAKOPOULOS et al., 2020). Outro estudo tem demonstrado a participação 

de ZO-1 frente a infecção por ZIKA vírus, alterando a expressão da proteína de junção e 

aumentando a permeabilidade celular permitindo com que o vírus consiga infectar o 

sinciotrofoblasto e, consequentemente, alcance os compartimentos fetais devido a uma 

diminuição da expressão da proteína na célula (MIRANDA et al., 2019). Além disso, outros 

estudos também têm demonstrado que T. gondii consegue infectar células com a participação 

da proteína ZO-1 (BRICEÑO et al., 2016; SONG et al., 2017; MARCOS et al., 2020). 

As células endoteliais podem sofrer alterações morfológicas, devido a algumas 

modificações na sua permeabilidade e adesão no tecido conjuntivo subjacente. Essas variações 

são denominadas de esfoliações, em que, quando sofrem danos, as células endoteliais 

estimulam moléculas de ativação (AMs) como, molécula de adesão de células vasculares-1 

(VCAM-1), molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1) e selectina (CONGIU et al., 2010). 

Essas disfunções no endotélio podem ser causadas em resposta a uma variedade de estímulos 

comoo tabagismo, diabetes, alterações genéticas, condições inflamatórias e infecção por alguns 

patógenos (DIMIER et al., 1993; BAUDIN et al., 1996; DOUGLAS; OHLSTEIN, 1997; 

LANDMESSER; DEXLER, 2004; SAEIJ et al., 2006). 

O contato direto das células endoteliais com o plasma e os componentes celulares do 

sangue, facilita a sua exposição a várias moléculas endógenas e alguns patógenos, como T. 

gondii (LAZO et al., 1986; BAUDIN et al., 1996; SAEIJ et al., 2006; ORTIZ-ALEGRÍA et al., 

2010). Na literatura existem poucas trabalhos  que demonstram a interação deste parasita com as 

células endoteliais, principalmente as células HUVEC. Sabe-se que a infecção por T. gondii nas 

células endoteliais, constitui umas das principais vias de transmissão para o feto (DIMIER e 

BOUT, 1993). Os taquizoítas de  T. gondii conseguem invadir, replicar e atravessar células 

endoteliais (DIMIER e BOUT 1993, 1996; BENEDETTO et al., 1997; SMITH et al., 2004; 
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CORTEZ et al., 2005; ZAMORA et al.,             2008). Células endoteliais  possuem um papel ativo em 

uma série de respostas imunológicas e inflamatórias, a maioria delas sob a regulamentação de 

citocinas, como o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e a interleucina-1β (IL-1β) (DE TITTO et 

al., 1986; CHANG et al., 1990; WOODMAN et al., 1991). 

Alguns estudos foram realizados com o intuito de tentar compreender a invasão de T. 

gondii nas células endoteliais e os mecanismos envolvidos. Cañedo-Solares e colaboradores 

(2013) demonstraram que a invasão de células endoteliais por T. gondii é dependente das cepas 

do parasito. Já Dimier e Bout (1993) mostraram que os taquizoítas da cepa RH invadiram e 

replicaram em células HUVEC, porém quando as células foram co-tratadas com interleucina-

1β (IL-1, β) e fator de necrose tumoral (TNF), inibiram a replicação de T. gondii. Clough e 

colaboradores (2016) quiseram entender como o vacúolo do parasito é eliminado em  células 

humanas, demonstrando que, a acidificação vacuolar leva à morte do parasita, sendo 

fundamental para o controle da infecção por T. gondii em células endoteliais humanas. Outro 

estudo demonstrou que a disfunção endotelial pode estimular a expressão de moléculas de 

adesão devido a alguns estímulos como, ICAM-1, que pode ser regulada positivamente nas 

células do endotélio cerebral após a infecção por T. gondii. Isto sugere que T. gondii modula a  

expressão de ICAM-1 em células endoteliais cerebrais e promove sua própria migração através 

da barreira hematoencefálica à maneira de um 'cavalo de Tróia' (BARRAGAN et al., 2005; 

LACHENMAIERA et al., 2014). A infecção de células          endoteliais (DIMIER; BOUT, 1993; 

BENEDETTO et al., 1997; ZAMORA et al., 2008) é capaz de alterar a homeostase endotelial 

e afetar a permeabilidade do endotélio induzindo e desencadeando uma série de reações 

imunológicas que finalmente resultam em problemas de gravidez (DOUGLAS et al., 1997; 

LANDMESSER et al., 2004).  

 

1.4 Toxoplasma gondii: características gerias 

 

Toxoplasma gondii, agente etiológico da toxoplasmose, é um protozoário parasito 

intracelular obrigatório pertencente ao filo Apicomplexa (DUBEY et al., 2010), Classe 

Sporozoa, Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidida e Família Sarcocystidae (KAWAZOE et al., 

2005). Este protozoário é um parasita unicelular, eucarioto que compreende um grupo diverso 

de parasitos intracelulares que infectam vários hospedeiros e ocasionalmente causam doenças 
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graves em animais vertebrados, como aves e mamíferos, incluindo os seres humanos (HUNTER; 

SIBLEY, 2012). Estima-se que um terço da população humana é acometida por esta infecção, 

e por esta razão, é considerado um dos mais bem adaptados parasitos capaz de infectar os seres 

humanos (LALIBERTÈ; CARRUTHERS, 2008; DUBEY, 2010; KUL et al., 2013). Este 

parasito foi identificado simultaneamente no Brasil por Splendore em coelhos (Oryctolagus 

cuniculus), e por Nicole e Manceaux, no Norte da África, em um roedor (Ctenodactylus gundi), 

ambos em 1908 (KAWAZOE et al., 2005). Ele é caracterizado por se assemelhar às demais 

células eucariontes, possuindo núcleo, retículo endoplasmático, e apresentando um aspecto 

alongado e arqueado com a região anterior afilada e a extremidade posterior arredondada 

(DUBEY et al.,1998), apesar de sua morfologia depender do seu estágio de desenvolvimento 

(ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). O parasito apresenta um complexo apical composto 

de organelas secretórias especializadas no processo de adesão e invasão nas células hospedeiras 

que favorecem seu estabelecimento e manutenção do vacúolo parasitóforo, até a replicação e 

sobrevivência do parasito (CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007; BLADER; SAEIJ, 2009; 

VENUGOPAL; MARION, 2018). Essas organelas incluem as roptrias, micronemas e grânulos 

densos; e de elementos do citoesqueleto, dentre eles, o conoide, anéis polares e microtúbulos 

subpeliculares (SOLDATI; MEISSNER, 2004; CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007). Entre 

essas organelas que constituem o complexo apical, as micronemas são responsáveis pela adesão 

do parasito à célula hospedeira, e durante a motilidade do parasito e a invasão na célula 

hospedeira, é gerada uma cascata de sinais que desencadeiam a secreção de proteínas, como 

adesinas, também conhecidas como micronemas, resultando no desenvolvimento de proteínas 

micronemais transmembrânicas na superfície do parasito, onde irá formar sítios de ligação com 

as células hospedeiras (SOLDATI-FAVRE, 2008; SOUZA et al., 2010; JIMENEZ-RUIZ et al., 

2016). Atualmente se conhece 20 tipos de proteínas secretadas pelas micronemas (SOLDATI- 

FAVRE, 2008; SOUZA et al., 2010; JIMENEZ-RUIZ et al., 2016), sendo a proteína de 13 

micronema tipo 2 (MIC2) a mais bem caracterizada. Tal proteína é expressa em todos os 

estágios invasivos do parasito e consegue se ligar às moléculas de adesão do hospedeiro, como 

a molécula de adesão intercelular 1 (ICAM-1), permitindo ao parasito migrar até os tecidos 

imunologicamente privilegiados, como cérebro, retina e placenta (BARRAGAN; HITZIGER, 

2008; MUNOZ et al., 2011). 

 

Posteriormente a esse primeiro reconhecimento, as roptrias possuem uma região basal 
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mais larga e uma porção mais fina voltada para a porção apical, essas proteínas secretam 

moléculas proteicas que são lançados pelo conoide. As roptrias estão associadas à invasão na 

célula e a síntese do vacúolo parasitóforo (SOUZA et al., 2010). A secreção de proteínas pelas 

roptrias (ROPs) realizam uma junção de movimentos para formarem a membrana do vacúolo 

parasitóforo (VENUGOPAL; MARION, 2018) e, assim, o parasito penetrar ativamente pela 

membrana da célula hospedeira (DUBEY et al., 1998). 

Os grânulos densos são essenciais na fase intracelular do parasito. Esses são organelas 

esféricas secretoras de glicoproteínas, conhecidas como GRA, que compõe e mantém a 

estrutura e integridade do vacúolo parasitóforo, além de estarem relacionadas à sobrevivência 

do parasito modulando respostas imune e metabólica do hospedeiro (VENUGOPAL; 

MARION, 2018). 

T. gondii possui três estágios evolutivos, sendo eles infectantes: taquizoítas, bradizoítas 

e esporozoítas (DUBLEY; LINDSAY; SPEER, 1998; ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 

2012). Os taquizoítas possuem uma forma arqueada e representam a única forma de 

multiplicação rápida do parasito na célula hospedeira, sendo predominantes na fase aguda da 

infecção. Nessa fase, os parasitos são disseminados pelo sistema circulatório e têm a capacidade 

de infectar diversos órgãos e tecidos (DUBLEY; LINDSAY; SPEER, 1998; MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004), tais como placenta (DESMONTS et al., 1981), tecidos musculares 

esquelético e cardíaco, e região ocular (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; HUNTER; 

SIBLEY, 2012; HARKER; UENO; LODOEN, 2015). A rápida disseminação dos parasitos está 

relacionada à capacidade destes em infectar células do sistema imunológico que exercem 

funções migratórias como monócitos, linfócitos e células dendríticas (LAMBERT et al., 2006; 

SIBLEY, 2011). Os bradizoítas resultam da conversão de taquizoítas em um estágio de 

multiplicação lenta do parasito, sendo típicos da fase crônica da infecção (LYONS; MCLEOD; 

ROBERTS, 2002), podendo permanecer viáveis no interior dos cistos por toda a vida do 

hospedeiro (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Os cistos contendo bradizoítas podem ser 

encontrados em diferentes tecidos do hospedeiro, sendo mais frequentes nos músculos 

esqueléticos e cardíaco, tecido nervoso e região ocular (DUBEY, 1998; MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004; COWPER; MATTHEWS; TOMLEY, 2012; KAMERKAR; DAVIS, 

2012). No interior dos cistos, os bradizoítas dividem por endodiogenia, caracterizada pela 

formação de duas células filhas no interior da célula mãe. Esta forma apresenta maior 

resistência as enzimas proteolíticas (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; DUBEY, 2010; 
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ROBERT-GANGNEUX, 2014), uma vez que o status imunológico é comprometido, inicia-se 

um processo de reagudização da infecção e os bradizoítas podem retornar à forma de taquizoítas 

e apresentar uma rápida multiplicação (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; HARKER; UENO; 

LODOEN, 2015). Os esporozoítas são encontrados em oocistos liberados nas fezes de felídeos, 

os hospedeiros definitivos do parasito (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Estes 

correspondem às formas infectantes oriundas do processo de reprodução sexuada do parasito e 

são encontrados no ambiente, podendo contaminar água, solo e alimentos (MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004; ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012). Os oocistos, dentre os três 

estágios infecciosos de T. gondii, é o mais virulento (DUBLEY, BEATTIE, 1988). 

O ciclo de vida de T. gondii é heteroxeno por apresentar hospedeiros definitivos e 

intermediários. O ciclo sexuado do parasito se completa apenas pelos hospedeiros definitivos, 

constituídos pelos membros da Família Felidae; no entanto, o ciclo assexuado ocorre na maioria 

dos vertebrados endotérmicos, além do próprio hospedeiro definitivo (DUBEY; LINDSAY; 

SPEER, 1998; KAWAZOE, 2005; SILVA; LANGONI, 2009). O hospedeiro definitivo (os 

felídeos) pode se contaminar ao ingerirem cistos teciduais, oocistos maduros ou taquizoítas 

(DABRITZ; CONRAD, 2010; ELMORE et al., 2010; SCHLUTER et al., 2014). Os parasitos 

iniciam um rápido processo de multiplicação por endodiogenia e merogonia, formando os 

merozoítas no epitélio intestinal do hospedeiro, invadindo novas células e originando os 

gametas masculinos e femininos, e quando fecundados formam oocistos altamente resistentes 

(NEVES, 2003; DUBEY, 2004). Os felídeos  podem eliminar no ambiente cerca de 20 milhões 

de oocistos contendo esporozoítas infectantes  (DUBEY, 2001). Já o homem pode adquirir a 

toxoplasmose por ingestão de carnes cruas ou mal cozidas de animais contendo cistos, 

oocistos presentes em água ou alimentos contaminados, taquizoítas presentes em líquidos 

orgânicos ou mesmo por transfusão sanguínea e a transmissão transplacentária (SILVA; 

LANGONI, 2009), em que os taquizoítas são capazes de atravessar a barreira placentária e 

infectar os tecidos embrionários ou fetais (CHAUDHRY; GAD; KOREN, 2014). 

 

1.5 Toxoplasmose 

 

A toxoplasmose é uma infecção muito frequente na população humana, demonstra-se 

que de 10% a 90% da população mundial está infectada por esse parasito (SOMMERVILLE et 

al., 2013; FOROUTAN-RAD et al., 2016), isto é, estima-se que          aproximadamente um terço da 



 
 

26 
 

 

população humana apresenta a fase crônica da infecção (FALLAHI et al., 2018). Entretanto, a 

prevalência muda muito entre diferentes países e regiões  podendo estar associadas as condições 

socioeconômicas precárias (PAPPAS et al., 2009; CARELLOS et al., 2014). Souza e 

colaboradores (2011) relataram que no Brasil existe uma prevalência de até 60% de brasileiros 

com toxoplasmose, dependendo da região. Outro estudo demonstrou que 50% das crianças que 

estão no ensino fundamental e 50-80% das mulheres em  idade fértil possuem anticorpos contra 

T. gondii (DUBEY et al., 2012). 

O agente causador dessa zoonose pode causar um grande problema de saúde pública e 

econômico (SOMMERVILLE et al., 2013). A gravidade da infecção causada por T. gondii pode 

variar conforme a condição imunológica humoral e celular do indivíduo, indo de sintomas muito 

brandos, como mialgia, mal estar, febre, dor de cabeça (similar a uma gripe) ou ausentes. As 

formas clínicas graves geralmente ocorrem em indivíduos imunocomprometidos e em 

gestantes. Em indivíduos imunocomprometidos (HIV+, oncológicos, transplantados ou com 

imunodeficiências genéticas e diabetes) podem ocorrer a reativação dos bradizoítas presentes 

nos cistos teciduais que retornam ao estágio de taquizoítas e provocam graves problemas, como 

encefalite e lesões oculares (AMBROISE-THOMAS, 2001; MONTOYA; LIESENFELD, 

2004; JONES et al., 2014) e em alguns casos podem apresentar elevados índices de morbidade 

e mortalidade (HO-YEN, 1992; ISRAELSKI & REMINGTON, 1993; LEWDEN et al., 2005; 

KHURANA et al., 2005). 

A prevenção da toxoplasmose é baseada em programas de educação e saúde pública. 

Recomenda-se que gestantes evitem contato com materiais que possam estar contaminados, 

como carnes cruas, frutas e verduras, realizando uma higienização eficiente e tomando cuidado 

com caixas de areia com dejetos de gatos (BOJAR; SZYMANSKA, 2010; OPSTEEGH et al., 

2014; SEPULVEDA-ARIAS et al., 2014). No Brasil existem programas de saúde pública que 

visam a diminuição da mortalidade de mulheres e crianças durante o processo de gravidez e 

nascimento. Um exemplo é o Programa Mãe Curitiba, desenvolvido na cidade de Curitiba 

capital do estado do Paraná (VAZ et al., 2011). Criado em 1999, no dia internacional da mulher, 

este programa tem buscado melhorar o acesso e a qualidade do atendimento pré-natal, parto, 

puerpério, e atenção aos recém-nascidos nas unidades de saúde e maternidades. O Ministério 

da Saúde também tem criando programas que busquem incentivar o pré-natal e a realização de 

diagnósticos clínico-laboratorial nas gestantes e filhos expostos ao T. gondii. Porém existem 

muitas dificuldades relacionadas as partes técnicas e operacionais, bem como os problemas de 
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interpretação do diagnóstico laboratorial (VAZ et al., 2011). 

 

1.6 Toxoplasmose congênita 

 

A toxoplasmose congênita pode ocorrer, geralmente, quando a mulher adquire a 

infecção durante a gestação ou quando ocorre a reativação da infecção em mulheres grávidas 

com toxoplasmose prévia latente (MONTOYA; LIENSENFELD, 2004; CHAUDHRY et al., 

2014; FALLAHI et al., 2018), em razão da passagem transplacentária das formas taquizoítas 

do parasito, atingindo a circulação e os tecidos fetais (KODJIAN, 2010; CARLIER et al., 2012). 

Entretanto, a infecção materna pode ocorrer também no período pré-concepção e, ainda assim, 

ocorrer à passagem transplacentária (KODJIKIAN, 2010). 

Globalmente, a incidência anual de toxoplasmose congênita é estimada em 190.100 

casos (TORGERSON; MASTROIACOVO et al., 2013). No Brasil, a estimativa de relatos por 

ano varia entre 6.000 e 9.000 casos (TORGERSON; MASTROIACOVO, 2013), além disso, a 

cada 10.000 nascimentos de 3 a 10 recém-nascidos são diagnosticados com a toxoplasmose 

congênita (PIAO et al., 2018). O período gestacional em que ocorre a infecção materna é 

fundamental. A transmissão é mais frequente se a infecção materna for adquirida durante o 

terceiro trimestre de gestação, e é menor quando a infecção materna ocorre durante o primeiro 

trimestre, sendo sua gravidade inversamente proporcional (ZEMENE et al., 2012). O recém- 

nascido pode não apresentar sintomas da toxoplasmose, no entanto, em alguns anos podem 

aparecer sequelas como retinocoroidite, hidrocefalia ou calcificação cerebral (MONTOYA 

LIESENFELD, 2004; WEISS; DUBEY, 2009; VILLE; LERUEZ-VILLE, 2014). 

Para o sucesso gestacional é necessário que ocorram alterações imunológicas, 

hormonais e fisiológicas, as quais são fundamentais na implantação embrionária e a 

manutenção do embrião. A principal mudança é caracterizada pelo balanço entre os perfis pró- 

inflamatório Th1 e anti-inflamatório Th2 do sistema imunológico (ROBERTS; WALKER; 

ALEXANDER, 2001; FEST et al., 2007; SYKES et al., 2012). Entretanto, apesar de ser 

geralmente definida como uma condição predominantemente anti-inflamatória, estudos 

indicam que a gestação é caracterizada por basicamente três etapas imunológicas (KOGA; 

ALDO; MOR, 2009). No primeiro período de gestação, há um perfil imune pró-inflamatório 

com elevada produção de citocinas pelas células T helper do tipo 1 (Th1), de suma importância 
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no processo de implantação do embrião no endométrio uterino, na invasão do trofoblasto e 

angiogênese (SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016). No segundo trimestre gestacional, tem- 

se a fase conhecida como tolerância fetal, caracterizada pela predominância de perfil imune do 

tipo Th2 e de células T reguladoras (RANGO, 2008; REZENDE-OLIVEIRA et al., 2012). Por 

fim, no terceiro trimestre gestacional, ocorre a infiltração de células imunológicas para a interface 

materno-fetal, designando um microambiente inflamatório necessário para o parto (KOGA; 

ALDO; MOR, 2009). 

A tolerância imunológica durante a gestação é complexa, no sentido em que o organismo 

materno deve manter um perfil anti-inflamatório para o sucesso gestacional (ROBERT- 

GANGNEUX et al., 2011), que contraditoriamente pode favorecer um quadro de infecção 

parasitária (ROBERTS; WALKER; ALEXANDER, 2001; BARBOSA et al., 2008; SYKES et 

al., 2012). Dessa forma, quando a gestação se dá concomitante à infecção por T. gondii, pode 

estabelecer um desequilíbrio imunológico capaz de resultar em problemas na gestação ou até 

mesmo aborto (LUPPI, 2003). Assim, o organismo materno na tentativa de controlar a infecção, 

induzindo uma resposta pró-inflamatória, acaba desfavorecendo o desenvolvimento fetal 

(SYKES et al., 2012). 

Vários estudos do nosso grupo tentam esclarecer esse paradigma que se estabelece 

quando T. gondii se insere num processo gestacional, ou seja, qual a resposta comportamental 

e imunológica de células trofoblásticas mediante uma infecção por este parasito. Barbosa e 

colaboradores (2008) demonstraram a presença de citocinas relacionadas ao controle da 

infecção por T. gondii em células trofoblásticas humanas da linhagem BeWo. Estas células 

mostraram-se ser susceptíveis à infecção por T. gondii na presença de interleucina-10 (IL-10) 

e fator transformador de crescimento beta (TGF-β1). Por outro lado, quando as células BeWo 

estavam na presença da citocina pró-inflamatória interferon gama (IFN-γ), a qual deveria 

controlar a infecção parasitária, esta não foi capaz de controlar a invasão e replicação de T. 

gondii. Castro e colaboradores (2013) evidenciaram que as células trofoblásticas são capazes 

de regular a produção de citocinas e a susceptibilidade de monócitos humanos (linhagem THP-

1) frente à infecção por T. gondii. Barbosa e colaboradores (2014) observaram que a infecção por 

T. gondii em células BeWo foi controlada apenas quando altas doses do fator inibidor da 

migração de macrófagos (MIF) foram adicionadas nestas células, demonstrando MIF controla 

a infecção por T. gondii em trofoblasto humano. Já Gomes e colaboradores (2011) observou 

este mesmo efeito de MIF em explantes de vilos placentários. Também Guirelli e colaboradores 
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(2015) observaram que em células trofoblásticas extravilosas da linhagem celular 

HTR8/SVneo, a apoptose foi modulada por T. gondii, uma estratégia usada pelo parasito para 

se estabelecer no hospedeiro. 

Sabe-se que T. gondii tem a capacidade de modificar o microambiente para conseguir 

evadir do sistema imunológico e conseguir invadir as células, entre elas células endoteliais e 

assim podendo causar um impacto durante a gestação, prejudicando-a. Considerando que 

existem poucos estudos que relacionem esses dois modelos experimentais, vilos de placenta 

humana e células da linhagem HUVECs, durante uma infecção por T. gondii, propõe-se um 

modelo de estudo para simular                         a interface materno-fetal. 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos geral 

 

Avaliar a influência de moléculas, presentes no meio condicionado de explantes de vilos 

placentários humanos de terceiro trimestre gestacional, infectados ou não por T. gondii, nas 

células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) submetidas a infecção ou não por 

T. gondii. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar a proliferação intracelular de T. gondii em células HUVEC infectadas  por 

T. gondii e tratadas com sobrenadante de explantes de vilos placentários infectados ou não 

com T. gondii; 

- Avaliar a produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias em células 

HUVEC infectadas ou não por T. gondii e tratadas com sobrenadante de explantes de vilos 

placentários infectados ou não com T. gondii; 

-Avaliar a permeabilidade das células HUVEC infectadas ou não por T. gondii e 

tratadas com sobrenadante de explantes de vilos placentários infectados ou não com T. 

gondii; 



 
 

30 
 

 

-Avaliar a resistência elétrica das células HUVEC infectadas ou não por T. gondii e 

tratadas com sobrenadante de explantes de vilos placentários infectados ou não com T. 

gondii; 

- Avaliar a expressão de ICAM-1 em células HUVEC infectadas ou não por T. 

gondii e tratadas com sobrenadante de explantes de vilos placentários infectados ou não 

com T. gondii; 

- Avaliar a presença de ZO-1 nas células HUVEC infectadas ou não por T. gondii e 

tratadas com sobrenadante de explantes de vilos placentários infectados ou não com T. 

gondii; 

- Avaliar a proliferação intracelular de T. gondii em células HUVEC tratadas com 

o anti-ICAM-1 e tratadas com sobrenadante de explantes de vilos placentários infectados 

ou não com T. gondii. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Coleta de placentas e cultura dos vilos placentários 

 

           As placentas do terceiro trimestre (36 a 40 semanas de gestação, n = 11) foram coletadas 

após o parto cesáreo eletivo no Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia 

(HCU-UFU), MG, Brasil. Os critérios de exclusão incluíram pré-eclâmpsia, hipertensão 

crônica, doença infecciosa, incluindo toxoplasmose, corioamnionite, doença renal crônica, 

doença cardíaca, doença do tecido conjuntivo, diabetes mellitus preexistente e diabetes mellitus 

gestacional. Os tecidos placentários foram lavados em solução salina tamponada com fosfato 

(PBS) estéril gelado (pH 7,2) para remover o excesso de sangue e depois dissecados 

assepticamente usando um estereomicroscópio para remover o tecido endometrial e as 

membranas fetais até 1 h após a coleta. As vilosidades coriônicas terminais contendo 10 vilos 

placentários humanos com tamanho de 10 mm3, foram coletados (GOMES et al., 2011; 

CANIGGIA et al., 1997; CASTRO-FILICE et al., 2014). Os vilos placentários foram 

adicionados em placas de 6 poços (Cellstar, Darmstadt, Alemanha) (dez por poço) e cultivados 

em meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SBF) (Cultilab), 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina (Sigma-
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Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) meio completo a 37 °C e CO2 a 5%. O comitê de ética 

institucional aprovou o estudo (número de aprovação: 3.136.586). 

 

 

3.2 Cultura celular 

 

          A célula endotelial da veia umbilical humana (linhagem HUVEC) e o coriocarcinoma 

humano derivado das células trofoblásticas (linhagem BeWo) foram obtidos da American Type 

Culture Collection (ATCC, Manassas, Virgínia, EUA) e mantidos no Laboratório de 

Imunofisiologia da Reprodução na Universidade Federal de Uberlândia (UFU). Todas as 

células foram cultivadas ou armazenadas adequadamente em nitrogênio líquido. Essas células 

foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm² em meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP, 

Brasil) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab), 100 U/mL de penicilina 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma Aldrich 

Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) em estufa umidificada a 37 ºC e 5% de CO2 (BARBOSA 

et al., 2008; BARBOSA et al., 2015). 

 

3.3 Manutenção do clone 2F1 de T. gondii 

 

          Taquizoítas 2F1 de T. gondii, que são derivados da cepa de alta virulência (RH) e que 

expressam constitutivamente o gene da β-galactosidase, foram cedidos gentilmente pelo 

professor Dr. Vern B. Carruthers da Escola de Medicina da Universidade de Michigan, EUA. 

Os parasitos foram mantidos em frascos de cultura contendo células BeWo cultivadas em meio 

RPMI 1640 suplementado com penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 μg/mL) e 2% de 

SBF em estufa a 37 ºC e 5% de CO2 (ANGELONI et al., 2013; BARBOSA et al., 2015). À 

medida que a grande maioria das células infectadas em cultura estiverem lisadas pelo parasito, 

os taquizoítas livres foram centrifugados (400 x g, 5 min) e distribuídos em novos frascos 

contendo células não infectadas. 
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3.4 Preparação do meio condicionado dos vilos placentários 

 

          Os vilos placentários foram processados como descrito anteriormente no item 3.1 . Os 

vilos foram cultivadas em duas placas de 6 poços (10 vilos placentários por poço/2000 µL) com 

meio RPMI 1640 completo a 37 °C e 5% de CO2. Após 24 h de cultura, uma das placas de 6 

poços foi infectada com taquizoítas de T. gondii do clone 2F1 (meio condicionado 

infectado/Vilo/Tg) na proporção de 1x107 parasitas por poço por 24 h. A outra placa de 6 poços 

representou o controle, onde os vilos placentários não foram infectados e receberam apenas 

meio (meio condicionado sem infecção/Vilo). Após 24 h, os vilos placentários foram removidos 

e o meio foi coletado e centrifugado por 10 min a 400 x g para remover debris. O pellet foi 

descartado e o sobrenadante (meio condicionado) foi armazenado a -80 °C até o tratamento 

celular. 

 

3.5 Proliferação intracelular de T. gondii nas células HUVEC 

 

       As células HUVEC foram cultivadas em placas de 96 poços (1x104 células/200 µL/poço) 

em 10% de SBF a 37 °C e 5% de CO2. Após 24 h, as células foram tratadas (150 µL de meio 

condicionado infectado ou não e mais 50 µL de meio completo a 10%) e cultivadas por mais 

24 h. Após, o tratamento foi removido e as células foram infectadas com taquizoítas de T. gondii 

(3:1) e incubadas em meio 2% de SBF por 24 h a 37 °C e 5% de CO2. Como controle, as células 

foram infectadas e tratadas apenas com meio (Tg). As células foram lisadas com 100 μL de RIPA 

[50 mmol/L cloridrato de Tris, 150 mmol/L NaCl, 1% (v/v) Triton X- 100, 1% (p/v) sodium 

deoxycholate e 0,1% (p/v) SDS; pH 7,5)] durante 15 min e incubado com 160 μL de tampão de 

ensaio (100 mM PBS, 102 mM β-mercaptoetanol e 9 mM de MgCl2) e 40 μL de CPRG 

(chlorophenol red-D-galactopyranoside; Roche Diagnostic, Manhein, Alemanha). A atividade 

da β-galactosidase foi mensurada a 570 nm usando um leitor de microplacas (Titertek Multiskan 

Plus, Flow Laboratories, McLean, VA, EUA) e os dados foram 

apresentados como índice de proliferação intracelular de T. gondii (número de taquizoítas) de 

acordo com a referência da curva padrão de parasitos livre (1x106 a 15,6x103), quatro 

experimentos independentes foram realizados em seis duplicatas (BARBOSA et al., 2014). 
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3.6 Ensaio Imunoenzimático – ELISA 

 

         A dosagem da secreção de citocinas humanas (TGF-β, IL-4, IL-10, TNF-α, IFN-γ, IL- 6, 

IL-12 (p40), IL-8 e MIF) (BD Biosciences, San Diego, EUA; R&D Systems, Minneapolis, 

EUA) no sobrenadante das células HUVEC infectadas ou não por T. gondii e tratadas com o 

meio condicionado, infectado ou não, foi realizada pela técnica ELISA tipo sandwich, segundo 

os protocolos recomendados pelos fabricantes. Resumidamente, as placas de alta afinidade para 

ELISA com 96 poços (Corning Cornstar Corp., Massachusetts, EUA) foram sensibilizadas com 

anticorpo de captura específicos por 12 h. Seguido esse período, as placas foram lavadas com 

PB)-Tween (PBS-T 0,05%) e os sítios inespecíficos foram bloqueados com a solução de 

bloqueio (PBS mais 1% Soro Albumina Bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) para 

MIF ou PBS mais 10% de SBF para as demais citocinas) em temperatura ambiente por 1 h. Para 

o ensaio de detecção de TGF-β, as amostras forma primeiramente ativadas e neutralizadas com 

soluções de ácido e base, uma vez que TGF-β é secretado pelas células como um complexo 

inativo. Assim, foram adicionadas aos 50 μl das amostras 2 μL de HCl 1N por 1 h e, 

posteriormente, foram adicionados 2 μL de NaOH 1N para neutralizar a ação do ácido. Após 

lavagem das placas com PBS-T, 50 µL das amostras ativadas ou não foram adicionadas, e 

paralelamente, curvas padrões foram adicionadas em duplicata com diluições seriadas e 

incubadas a temperatura ambiente por mais 2 h. As curvas das citocinas foram realizadas de 

8000 pg/mL a 125 pg/mL para TGF-βϭ; 500 pg/mL a 7,8 pg/mL para IL-4, IL-10 e TNF-α; 300 

pg/mL a 4,7 pg/mL para IFN-γ e IL-6; 2000 pg/mL a 31,3 pg/mL para IL-12p40; 200 31 pg/mL 

a 3,1 pg/mL para IL-8; e 4000 pg/mL a 62,5 pg/mL para MIF. Em seguida, as placas foram 

lavadas e a placa para detecção de MIF foi incubada com anticorpo de detecção biotinilado em 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 2 h e incubada com estreptavidina-peroxidase em 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 20 min. As outras placas para detecção das demais 

citocinas foram incubadas com anticorpo de detecção biotinilado conjugado com 

estreptavidina-peroxidase em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 1 h. A seguir as 

placas foram novamente lavadas, foi adicionado 3,3’,5,5’- tetrametilbenzidina (TMB) (BD 

Biosciences, San Diego, EUA) e a densidade óptica (DO) foi determinada em leitor de placas a 

450 nm (Titertek Multiskan Plus, Vancouver, EUA). Os valores da DO obtidos foram 
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convertidos em pg/mL de acordo com a curva padrão, utilizando o software Microplate 

Manager PC versão 4.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., EUA). 

 

3.7 Permeabilidade celular nas células HUVEC 

 

      A permeabilidade celular das células HUVEC foi avaliada pelo traçador FITC-Dextran, 

utilizando inserções de policarbonato, transwell, com poros de 0,4 µm de tamanho e área de 

crescimento de 0,3 cm2 (Corning Costar Corp., Nova Iorque, NY). Foram adicionadas ao 

compartimento apical as células HUVEC na densidade de 1 x 105 células/100 µL/por poço e 

apenas meio completo a 10% no compartimento de baixo, cultivado por 24 h. Depois, os meios 

foram retirados dos compartimentos e as células foram tratadas (75 µL de meio condicionado 

infectado ou não e mais 25 µL de meio completo a 10%) e cultivadas por mais 24 h. Após, o 

tratamento foi removido e as células foram infectadas com taquizoítas de T. gondii (3:1) e 

incubadas em meio 2% de FBS por 24 h a 37 °C e 5% de CO2 por 24 h. Como controle, as 

células  foram apenas tratadas com meio. Para avaliar a permeabilidade nas células HUVEC, foi 

adicionado FITC-Dextran a uma concentração de 10 mg/ml no compartimento apical do 

transwell por 1 h. O sobrenadante foi coletado dos compartimentos superior e inferior, e o FITC-

Dextran foi medido em um fluorímetro (Leitor de Microplacas VersaMax ELISA; Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA) a 483 nm de excitação e 525 nm de emissão. Todos os oito 

experimentos independentes foram realizados em duplicata. Os valores de FITC-Dextran foram 

calculados a partir de uma curva padrão obtida com concentrações conhecidas. 

 

3.8 Resistência Elétrica nas células HUVEC 

 

       A resistência elétrica através das células HUVEC foi analisada utilizando inserções de 

policarbonato, transwell, com poros de 0,4 µm de tamanho e área de crescimento de 0,3 cm2 

(Corning Costar Corp., Nova Iorque, NY). Foram adicionados ao compartimento superior 

células HUVEC em uma densidade de 1 x 105 células/100 µL/por poço e apenas meio completo 

a 10% no compartimento de baixo, cultivado por 24 h. Depois, as células foram tratadas (75 µL 

de meio condicionado infectado ou não e mais 25 µL de meio completo a 10%) e cultivadas 
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por mais 24 h. Após, o tratamento foi removido e as células foram infectadas com taquizoítas de 

T. gondii (3:1) e incubadas com meio 2% de SBF por 24 h a 37 °C e 5% de CO2 por 24 h. Como 

controle, as células foram tratadas apenas com meio. O uso das inserções da cultura de células 

permite o acesso aos lados basolateral e apical da célula, que representam os polos circulatório 

e luminal das células endoteliais (VAN-EIJK et al., 2006). As resistências elétricas 

transepiteliais (TEER) das células HUVEC foram monitoradas usando um voltímetro EVOM2 

(World Precision Instruments, FL). Oito experimentos independentes foram realizados em 

duplicata para cada condição. 

 

3.9 Imunofluorescência para detecção de ZO-1 em células HUVEC 

 

         As células HUVEC foram cultivadas em chamber slide (BD Falcon), numa concentração 

de 1 x 104/250µL/poço por 24 h. Depois, as células foram tratadas (150 µL de meio 

condicionado infectado ou não e mais 50 µL de meio completo a 10%) e cultivadas por mais 24 

h. Após, o tratamento foi removido e as células foram infectadas com taquizoítas de T. gondii 

(3:1) e incubadas em meio 2% de SBF por 24 h a 37 °C e 5% de CO2 por 24 h. Como controle, 

as células foram tratadas apenas com meio. Após o tempo de infecção, foi retirado e descartado 

o sobrenadante da chamber slide, e lavado uma vez com PBS no volume de 300 µL, após, as 

células foram fixadas com paraformaldeído à 4% (volume de 250 µL), e incubadas por 15 min a 

temperatura ambiente. Seguida da fixação, os poços foram lavados com PBS duas vezes e 

permeabilizadas com Triton (0,2 % de PBS) por 15 min a temperatura ambiente. O bloqueio de 

sítios não específicos foi feito com solução de 2% BSA e 0,2 Triton diluídos em PBS por 30 

min em temperatura ambiente. Após o tempo, chamber slide foi incubada com os anticorpos 

primários e secundários: anticorpo monoclonal de rato,  ZO-1 (1:1000) (Life Technologies – 

S36936; Thermofisher) e o TOPRO (1:500) (Life Technologies), ambos diluídos com solução 

de bloqueio e incubados por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida chamber slide foi lavada 

quatro vezes (5 min cada lavagem) com PBS (1x) no volume de 300 µL. Por último, as 

lamínulas SlowFade antifage (Life Technologies – S36936; Thermofisher) foram colocadas na 

chamber slide com 10 µL de reagente de montagem, colocadas para baixo e seladas com esmalte 

transparente. As lamínulas foram observadas no microscópio confocal Zeiss LSM 510 Meta. 

Quatro experimentos independentes foram realizados em duplicata para cada condição. 
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3.10 Western blotting 

 

       As células HUVEC (5x 105 células/2000µL/poço) foram cultivadas em placas de cultura de 

6 poços (Kasvi, Curitiba, Brasil) por 24 h. Posteriormente, os meios foram retirados e as células 

foram tratadas (1500 µL de meio condicionado infectado ou não e mais 500 µL de meio completo 

a 10%) e cultivadas por mais 24 h. Após, o tratamento foi removido e as células foram infectadas 

com taquizoítas de T. gondii (3:1) e incubadas em meio 2% de SBF por 24 h a 37 °C e 5% de 

CO2 por 24 h. Como controle, as células foram apenas tratadas com meio. Após 24 h, os  

sobrenadantes livres de células foram recolhidos para medição posterior de citocinas por ensaio 

imunoenzimático (ELISA) e as células foram utilizadas para analisar a expressão de ICAM-1. 

As células foram homogeneizadas e lisadas em gelo em tampão RIPA (Tris-HCL 50 mM, NaCl 

150 mM, Triton X-100 a 1%), desoxicolato de sódio a 1% (p/v) e dodecil sulfato de sódio a 

0,1% (p / v) SDS), suplementado com inibidor de protease (Complete®, Roche Diagnostic, 

Mannheim, Alemanha), ortovanadato de sódio (Na3VO4) e fluoreto de sódio (NaF) (ambos da 

Sigma) e submetidos a três ciclos de congelamento-descongelamento (GOMES et al., 2011). 

Após centrifugação a 101 g durante 15 min a 4° C, recolheu-se o sobrenadante, mediu-se a 

concentração de proteína total por ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976). 

A concentração total de proteínas (µg/mL) foi utilizada para padronizar a carga proteica para as 

reações de Western Blotting. A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida (10%) sob 

condições desnaturantes (SDS-PAGE) com as amostras dos lisados celulares, para avaliação da 

expressão de ICAM-1. Em seguida, as proteínas foram transferidas para a membrana de PVDF 

(Imobilon-FL®, Merck S/A) e incubadas com tampão de blotting (25 mM Tris, 0,15 NaCl, 0,1% 

de Tween 20, pH 7,4) contendo 4% de leite desnatado desidratado (Molico, Nestlé®) por 1 h. 

Em seguida, as membranas foram incubadas, primeiramente, com anticorpo primário policlonal 

de coelho de ICAM-1 (1:1000, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) e anticorpo monoclonal 

de anti-camundongo anti-β-actina humana (Santa Cruz Biotechnology) durante 12 h em 

temperatura ambiente. Após consecutivas lavagens em tampão de blotting, os respectivos 

anticorpos secundários conjugados com peroxidase, foram adicionados às membranas por um 

período de 2 h também em temperatura ambiente. Após novas lavagens com tampão de blotting, 

as membranas foram reveladas pela reação de quimioluminescência e a intensidade das bandas 
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quantificadas em transluminador ChemiDoc- MP imaging (BIO-RAD Laboratories Inc, 

Hercules CA).Quantidades iguais de proteínas (150 µg) por poço do gel de eletroforese foram 

confirmadas pela coloração de Ponceau 1%. A densitometria foi realizada usando o software 

ChemiDoc. Os valores foram mostrados pela densidade relativa da razão das bandas específicas 

de cada proteína e β-actina, para análise de ICAM-1. 

 

3.11 Bloqueio de ICAM-1 por meio do anticorpo de ICAM-1 

 

         Para confirmar o papel de ICAM-1 em relação a proliferação parasitária, em células 

HUVEC infectadas e tratadas com o meio condicionado infectado ou não por T. gondii, 

realizamos experimentos com um anticorpo neutralizante de ICAM-1 (anticorpo-ICAM-1) (RD 

Systems, BBA). As células HUVEC foram cultivadas em placas de 96 poços (1x104 células/200 

µL/poço) em 10% de SBF a 37 °C e 5% de CO2. Após 24 h, as células foram tratadas (150 µL 

de meio condicionado infectado ou não e mais 50 µL de meio completo a 10%) e cultivadas por 

mais 24 h. Após, o tratamento foi removido e as células foram tratadas com o anticorpo-ICAM- 

1 em uma concentração de 10mg/ml (24 µL) por 1 h. Após, as células foram infectadas com 

taquizoítas de T. gondii (3:1) e incubadas em meio 2% de SBF por 24 h a 37 °C e 5% de CO2. 

Como controle, as células foram  infectadas e tratadas apenas com meio (Tg). Subsequentemente, 

o ensaio da reação β- galactosidase foi realizado como descrito anteriormente. 

 

3.12 Normas de biossegurança 

 

       Os procedimentos de cultura celular, assim como o manuseio de equipamentos, vidraria e 

reagentes químicos foram realizados de acordo com as normas de biossegurança (MINEO et al., 

2005). 

 

3.13 Análise estatística 

 

          A análise estatística foi realizada utilizando o GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software 
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Inc., San Diego, CA, EUA). Todos os dados foram expressos como média ± desvio padrão 

(DP). As comparações dos dados entre os grupos foram analisadas por ANOVA One-Way, com 

o teste post hoc de comparação múltipla de Bonferroni. A significância estatística foi 

estabelecida quando p <0,05. 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1 Meio condicionado aumenta a infecção de T. gondii nas células HUVEC 

 

Primeiro, verificamos a proliferação intracelular do parasita em células HUVEC tratadas 

com meio condicionado provenientes de vilos infectado ou não infectados por T. gondii (Figura 

1). As células tratadas com meio condicionado provenientes de vilos não infectados mostraram 

um aumento no número de taquizoítas em comparação com as células infectadas e não tratadas 

(Tg) (p <0,05, Figura 1). As células tratadas com meio condicionado proveniente de vilos 

infectados por T. gondii (Vilo/Tg) aumentaram significativamente o número de parasitas em 

comparação com células infectadas (Tg) e células infectadas e tratadas com meio condicionado 

sem infecção (Vilo) (p <0,05, Figura 1). 

 

4.2 Células HUVEC infectadas produzem citocinas pró-inflamatórias 

 

           Após avaliar a proliferação intracelular de T. gondii, verificamos o efeito desse meio 

condicionado na produção de citocinas Th1 e Th2 por células HUVEC sem infecção ou 

infectadas (Figura 2). Quando as células HUVEC foram tratadas com           o                                         meio condicionado sem 

infecção (Vilo) e  infectadas por T. gondii , verificou-se uma produção significativamente maior 

de IFN-γ, em comparação com células não infectadas e não tratadas (C) ou células não 

infectadas e tratadas com meio condicionado sem infecção (Vilo) ou células infectadas e não 

tratadas (Tg) (Figura 2A). A produção de MIF pelas células infectadas mostrou-se maior 

quando comparada ao meio (p <0,05, Figura 2B), independentemente do tratamento ou não. As 

células infectadas e tratadas com meio condicionado, independente da infecção dos vilos 

apresentaram uma maior secreção de MIF em comparação com o respectivo tratamento nas 
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células não infectadas. Além disso, foi observada uma maior secreção de MIF pela condição 

Vilo/Tg em comparação com a Tg (p <0,05, Figura 2B). 

As células não infectadas e tratadas com meio condicionado, independente da infecção dos 

vilos, demonstraram produção reduzida de IL-12 (p40) em comparação com a condição do 

controle (p <0,05, Figura 2C), mas quando as células foram infectadas e tratadas com o meio 

condicionado sem infecção (Vilo), também reduziu de maneira semelhante a produção de IL-

12 (p40) em comparação com a condição do controle (p <0,05, Figura 2C). Os níveis de IL-12 

(p40) foram aumentados em células infectadas tratadas com meio condicionado infectado 

(Vilo/Tg) em comparação com as células sem infecção tratadas com meio condicionado 

infectado (p <0,05, Figura 2C). Ao mesmo tempo, as células não infectadas e tratadas com meio 

condicionado infectado (Vilo/Tg) reduzem os níveis de TNF-α em comparação com a condição 

do meio (p <0,05, Figura 2D), enquanto as células infectadas tratadas com meio condicionado 

sem infecção (Vilo) reduzem a produção de TNF-α em comparação com células infectadas e 

não tratadas (Tg) (p <0,05, Figura 2D). Nenhuma mudança na produção de IL-8, IL-4, IL-10, 

IL-6 e TGF-β foi observada sob quaisquer condições experimentais (Figura 2E-I). 

 

4.3 A infecção por T. gondii e o tratamento com meio condicionado alteraram a 

integridade da barreira nas células HUVEC 

 

           Para entender se T. gondii e/ou o tratamento com meio condicionado sem infecção ou 

infectados alteram a permeabilidade das células HUVEC, investigamos o efeito da infecção 

e/ou tratamento usando FITC-Dextran em células HUVEC. Nossos resultados mostraram um 

aumento da permeabilidade nas células HUVEC infectadas, independentemente de as células 

terem sido tratadas ou não em comparação com a condição controle (C) (p <0,05, Figura 3). 

Além disso, o tratamento com meio condicionado sem infecção (Vilo) em células não infectadas 

também demonstrou um aumento da entrada de FITC-Dextran na superfície apical das células 

HUVEC quando comparadas com a condição do controle (C) (p <0,05, Figura 3). No entanto, 

a permeabilidade diminui significativamente quando células não infectadas foram tratadas com 

meio condicionado infectado (Vilo/Tg) em comparação com células não infectadas e tratadas 

com meio condicionado sem infecção (Vilo) (Figura 3). 
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4.4 Infecção por T. gondii e o tratamento com meio condicionado são capazes de 

alterar a resistência elétrica transepitelial 

 

        Com base nos resultados de FITC-Dextran foram avaliados os efeitos da infecção e/ou 

tratamento na manutenção da resistência transepitelial em células HUVEC. Observou-se 

diminuição da resistência elétrica nas células infectadas, independentemente se as células foram 

tratadas ou não com o meio condicionado sem infecção ou infectados (Vilo ou Vilo/Tg) quando 

comparado com a condição controle (C) (p <0,05, Figura 4). Além disso, a resistência elétrica 

aumentou em células não infectadas tratadas com meio condicionado infectado (Vilo/Tg) 

quando comparadas com células não infectadas tratadas com meio condicionado sem infecção 

(Vilo) (p <0,05, Figura 4). 

 

4.5 As células HUVEC tratadas com os meios condicionados e infectadas por T. 

gondii diminuem a expressão de ZO-1 

 

     Posteriormente, foi analisada por imunofluorescência a presença da proteína ZO-1 nas 

células HUVEC sem infecção ou infectadas com T. gondii. Os núcleos foram corados com 

DAPI. Notou-se que a proteína ZO-1 é expressa em grande quantidade nas células HUVEC sem 

infecção e sem tratamento (Figura 5 A-I), porém, mostrou-se que a proteína diminuí 

significativamente quando as células HUVEC são tratadas com o sobrenadante do vilo sem 

infecção (Vilo) (Figura 5 A-II) e quando tratadas com o sobrenadante do vilo infectado 

(Vilo/Tg) (Figura 5 A-III). Na imagem A-IV notou-se que a proteína ZO-1 diminui 

consideravelmente nas células apenas infectadas (Tg) e que, quando essas células infectadas 

são tratadas com os sobrenadantes dos vilos não infectados (Vilo) e infectados (Vilo/Tg) ocorre 

uma maior diminuição, quase imperceptíveis da expressão da ZO-1, imagens A-V e VI, 

respectivamente. 

 

 



 
 

41 
 

 

4.6 O meio condicionado infectado ativa a expressão da proteína ICAM-1 nas 

células HUVEC 

 

           Também verificamos se a infecção e/ou tratamento estimulavam a expressão de ICAM- 1 

nas células HUVEC. Níveis mais altos de ICAM-1 foram observados nas células infectadas e 

tratados com meio condicionado infectado (Vilo/Tg) quando comparados com o controle (C), às 

células infectadas (Tg) e às células infectadas e tratadas com meio condicionado sem infecção 

(Vilo) (p <0,05 Figura 6). Por outro lado, baixos níveis de ICAM-1 foram observados em células 

não infectadas e tratadas com meio condicionado infectado (Vilo/Tg) quando comparadas com 

o controle (C) (p <0,05, Figura 6). 

 

 

4.7 Tratamento com anticorpo neutralizante de ICAM-1, diminui a proliferação de 

T. gondii nas células HUVEC 

 

       Finalmente, avaliou-se a proliferação parasitária quando as células HUVEC foram tratadas 

com o anticorpo de ICAM-1 (anticorpo-ICAM-1). Nossos resultados demonstraram que, 

quando as células HUVEC foram tratadas com o anticorpo ICAM-1 e posteriormente 

infectadas,, ocorreu uma diminuição da proliferação parasitária quando comparadas às células 

infectadas (Tg), às células infectadas e tratadas com o meio condicionado infectado (Vilo/Tg) e 

às células infectadas e tratadas com o meio condicionado não infectado (Vilo) (p <0,05 Figura 

7). Também foi observado um aumento da proliferação parasitária em relação as células 

HUVEC tratadas com o meio condicionado infectado e, posteriormente, tratadas com o 

anticorpo de ICAM-1 (ICAM/Vilo/Tg) em comparação com as células HUVEC infectadas e 

tratadas com o meio condicionado sem infecção e posteriormente tratadas com o anticorpo de 

ICAM-1 (ICAM/Vilo) (p <0,05 Figura 7). 
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5. DISCUSSÃO 

 

T. gondii é um parasita intracelular que frequentemente infecta um grande espectro de 

animais de sangue quente, incluindo humanos, e é responsável por causar toxoplasmose 

(SABIN, OLITSKY, 1937). No hospedeiro, T. gondii atravessa o epitélio intestinal, se espalha 

pelos tecidos profundos e tem a capacidade de atravessar muitas barreiras biológicas, como a 

barreira hematoencefálica e a placenta (BARRAGAN et al., 2003). A toxoplasmose pode 

evoluir para uma doença sistêmica grave em sua forma congênita, na qual a mãe, quando 

infectada pela primeira vez durante a gestação, pode apresentar uma parasitemia temporária 

com lesões focais geradas na placenta, e consequentemente, podendo infectar o feto (DUBEY 

et al., 1977). 

Os tecidos maternos e fetais são separados por um epitélio fetal (o trofoblasto), cuja 

maior área é constituída pelas vilosidades, local de troca de nutrientes e gases (BENIRSCHKE 

et al., 1994) entre a mãe e o feto e que estão em constante contato com os vasos endoteliais 

maternos (JOSHI et al., 1994). T. gondii consegue invadir as monocamadas epiteliais e 

endoteliais que constituem a barreira placentária e alcança os tecidos fetais (BARRAGAN et 

al., 2002). Essa invasão das barreiras biológicas e a infiltração no endotélio podem envolver 

vários mecanismos, como produção de citocinas pró-inflamatória (WOODMAN et al., 1991), 

secreção de metaloproteinase-2/9 (MMP-2/9) (WANG et al., 2013); alterações na 

permeabilidade celular através da expressão regulada da proteína ICAM-1 (LACHENMAIERA 

et al., 2014), entre outros fatores. No entanto, não existem muitos estudos que indiquem a ação 

de T. gondii em células endoteliais sob influência do microambiente viloso na presença ou 

ausência do parasito. No presente estudo, verificamos, primeiramente, a infecção por T. gondii 

em células HUVEC tratadas com meio coletados de vilos placentários infectados ou não pelo 

parasita: meio condicionado sem infecção (Vilo) ou infectado (Vilo/Tg). 

Nossos resultados demonstraram que as células tratadas, independente da infecção dos 

vilos placentários, aumentaram a replicação do parasita. Além disso, foram observadas 

diferenças entre os tratamentos, em que as células tratadas com meio condicionado sem infecção 

(Vilo) apresentaram um diminuição na replicação parasitária quando comparadas com as  células 

tratadas com meio condicionado infectado (Vilo/Tg). Um estudo relatou os efeitos do meio 

condicionado retirado de vilosidades coriônicas nas células endoteliaisda placenta humana 
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demonstrando que o meio condicionado protege as células endoteliais de lesões induzidas pelo 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (BASMAEIL et al., 2018). Além disso, outra pesquisa 

demonstrou que os meios condicionados de vilos placentários tem sido considerado um 

potencial candidato à terapia celular para reparar  a disfunção endotelial e prevenir complicações 

associadas ao diabetes (BASMAEIL et al., 2018). AHMAND & AHMED (2004) 

demonstraramque células endoteliais quando tratadas com meio de explante viloso induziram a 

migração de células endoteliais e estimularam a formação de tubos in vitro na placenta com pré-

eclâmpsia, oferecendo um meio terapêutico, pois aumentou substancialmente angiogênese 

(AHMAND & AHMED, 2004). No entanto, não existem estudos na literatura usando meio 

condicionado de vilosidades placentárias infectadas com T. gondii para tratar as células 

endoteliais. O nosso grupo de pesquisa demonstrou que as células THP-1 quando foram tratadas 

com o meio condicionado de células BeWo infectadas ou não com T. gondii conseguiram 

controlar o parasitismo através da produção de MIF (CASTRO et al., 2013). Devido a esses 

dados anteriores nosso grupo, supôs que o meio condicionado advindo dos vilos placentários 

poderiam estimular a diminuição da proliferação parasitária. Com isso,  podemos observar em 

nossos resultados que o meio condicionado não infectado ou infectados não                                                             protegeram as 

células HUVEC da proliferação de T. gondii, já que, nossos dados demonstram um aumento na 

proliferação do parasito. Esse aumento proliferativo é consistente com                                 estudos na literatura que 

demonstram a capacidade dos taquizoítas de T. gondii de proliferar e aumentar sua carga 

parasitária em diferentes tipos de células endoteliais tratadas com meio condicionado, como 

células BUVEC (veia umbilical primária de bovinos), células hospedeiras         multinucleadas 

(VELÁSQUEZ et al., 2019) e células HUVEC (WOODMAN et al., 1991). 

Como o tratamento e a infecção por T. gondii influenciaram no aumento da proliferação 

de parasitas nas células HUVEC, avaliamos a produção de citocinas presentes nas células. O 

presente estudo demonstrou que células HUVEC infectadas e tratadas com meio condicionado 

sem infecção aumentaram a produção de IFN-γ. É possível supor que essa citocina seja liberada 

com a presença de T. gondii e o estímulo que está recebendo do meio condicionado sem 

infecção. Trabalhos anteriores mostraram o envolvimento da secreção de IFN-γ na presença de 

T. gondii, como uma alta secreção de IFN-γ por monócitos e neutrófilos durante a infecção por 

T. gondii (CARNEIRO et al., 2016), aumento da suscetibilidade de células BeWo (células 

trofoblásticas) à infecção por T.gondii (BARBOSA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2006) e 

conversão de estágio entre bradizoítas e taquizoítas em camundongos tratados com IFN-γ 

(SILVA et al., 1998). Também, há um estudo de Cortez e colaboradores (2005) analisaram 
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quantitativamente a infecção e multiplicação de T. gondii em células HUVEC na presença de 

IFN-γ. Este trabalho demonstrou que, na presença de IFN-γ, a expressão de NAD (P) H-oxidase 

poderia participar da multiplicação de T. gondii inibindo-a em células HUVEC. 

Outro dado é que, o presente estudo mostrou que células HUVEC infectadas e tratadas 

ou não com o meio condicionado induziram aumento da produção de MIF. Nesse contexto, 

podemos sugerir que o aumento da secreção de MIF pelas células endoteliais pode estar 

relacionado à proliferação parasitária. Estudos demonstraram que MIF está envolvido em várias 

doenças e inflamações (BAKER et al., 2007; SOMMERVILLE et al., 2013) e pode modular o 

perfil de citocinas favorecendo o estabelecimento da infecção. Nosso grupo de pesquisa 

demonstrou, anteriormente que T. gondii é capaz de manipular as células trofoblásticas 

extravilosas (HTR8/SVneo) secretando MIF e, assim, aumentar a proliferação parasitária 

(MILIAN et al., 2019). Além disso, no presente estudo foi observada uma diminuição da 

produção de IL-12 (p40) e TNF-α em células HUVEC não infectadas ou infectadas, 

independentemente do tratamento. Vários estudos mostram que as células endoteliais são 

capazes de produzir IL-12 (BUCANA et al., 1988; COTRAN et al., 1988) e TNF-α (ROYALL 

et al., 1989; BRETT et al., 1989) em infecções como dengue (DEWI et al., 2004), toxoplasmose 

(BRUNTON et al., 2000) e doenças relacionadas à produção de insulina (WOTH et al., 2013). 

Com base nessas evidências, podemos especular que essa diminuição nas duas citocinas possa 

estar relacionada ao equilíbrio imunológico e a um efeito protetor, pois demonstramos aumento 

da produção de citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ e MIF. 

Após avaliar as citocinas secretadas pelas células HUVEC e tendo o conhecimento de 

que essas citocinas e a proliferação parasitária podem estar relacionadas ao aumento ou 

diminuição da permeabilidade celular e resistência elétrica, avaliamos mais esses fatores. 

Observou-se que as células sem infecção ou infectadas aumentam a permeabilidade, 

independente do tratamento. Por outro lado, proporcionalmente a esse aumento na 

permeabilidade, este trabalho demonstrou que as células sem infecção ou infectadas, 

independente do tratamento, diminuíram a resistência elétrica celular. Esses resultados estão de 

acordo com observações anteriores, mostrando que citocinas pró-inflamatórias e a infecção por 

T. gondii podem prejudicar a barreira plasmática das células endoteliais. 

         Foi demonstrado por Dewi e colaboradores (2004) que a produção de TNF-α devido a 

infecção pelo vírus da dengue nas células HUVEC diminuem sinergicamente o valor da 

resistência elétrica nas células endoteliais, alterando a permeabilidade, uma vez que a dengue 

pode induzir a produção de substâncias vasoativas e resultar em aumento da permeabilidade 
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vascular. Também foi demonstrado que no desenvolvimento de doenças inflamatórias, como 

aterosclerose e esclerose múltipla, a produção de TNF-α altera as propriedades de barreira do 

endotélio (MARCOS- RAMIRO et al., 2014). Outro estudo observou que, os plasmas obtidos da 

endotoxemia humana (presença de endotoxinas no sangue) experimental aumentaram a 

permeabilidade endotelial in  vitro na presença de produção de IL-12 nas células HUVEC 

(VAN-EIJK et al., 2006). Estudos   semelhante relacionam a presença de citocinas pró-

inflamatórias na alteração da barreira celular e o impacto da produção de IFN-γ no endotélio 

vascular alterando a função da barreira da célula  devido à uma hipermeabilidade endotelial e à 

redução da resistência elétrica nas monocamadas                     (STOLPEN et al., 1986; OSHIMA et al., 2001; 

NG et al., 2018). Um estudo demonstrou que o  IFN-γ promove uma alta permeabilidade da 

barreira hematoencefálica durante infecções virais,  incluindo meningite pneumocócica (TOO et 

al., 2014). Em relação à infecção por T. gondii, recentemente foi proposto que as interações 

parasitárias com a TJ, entre elas a ocludina, influenciam a transmigração do parasita para o 

epitélio intestinal. Durante a infecção natural, T.  gondii tem a capacidade de atravessar 

barreiras como epitélio, placenta, barreira endotelial, permitindo que o parasita viole as 

defesas imunológicas do hospedeiro e atinja tecidos mais profundos (JONES et al., 2017). Além 

disso, foi demonstrado por Ross e colaboradores (2019) que o parasita pode melhorar a 

permeabilidade e diminuir a estabilidade da TJ nas células, aumentando sua passagem pelas 

monocamadas polarizadas e favorecer sua replicação.  

     Esse                     manejo realizado por T. gondii indica uma ligação entre polarização, permeabilidade, 

frequência de transmigração parasitária e estímulos pró-inflamatórios 

solúveis. Sabendo da importância das junções intracelulares que são cruciais para a formação 

das barreiras endoteliais, o presente estudo analisou a expressão da proteína ZO-1 nas 

células                   HUVEC. Essa proteína é uma adaptadora juncional que interage com vários outros 

componentes juncionais, incluindo as proteínas transmembrana das famílias claudina e 

molécula de adesão juncional (JAM) (BAZZONI et al., 2000; EBNET et al., 2000; FANNING 

e ANDERSON, 2009). Observamos que as células HUVEC, que não foram infectadas e nem 

tratadas com os meios condicionados, apresentaram uma expressão aumentada da proteína ZO- 

1, isto é, a célula expressa uma grande quantidade de proteínas de junção. A presença da 

proteína nas células endoteliais condiz com o estudo de Tornavaca e colaboradores (2015) que 

demonstraram que ZO-1 está presente nas células endoteliais e que tem a ação de regular a 

angiogênese in vivo e in vitro, sendo essencial para a formação da barreira endotelial entre 

célula-célula. Porém, quando as células são apenas tratadas com o meio condicionado infectado 
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ou não e infectadas foi observado uma diminuição significativa da expressão da ZO-1. Com 

este resultado podemos sugerir que mediadores químicos, presentes nos meios condicionados 

estimularam uma diminuição da expressão da proteína ZO-1 nas células HUVEC. Essa análise 

condiz com alguns estudos que demonstram que citocinas influenciam a expressão de 

proteínasde junção e, consequentemente, alteraram a permeabilidade das células. Chuang e 

colaboradores (2011) investigaram a influência de MIF na expressão de ZO-1 na linhagem 

celular de células endoteliais microvasculares humanas (HMEC-1) infectadas pelo vírus da 

dengue. Esse trabalho sugeriu que a citocina MIF, quando induzida pela infecção do vírus 

contribuiu para o aumento da permeabilidade vascular e diminuição da expressão de ZO-1. 

 

Estudo realizado por Sonar e colaboradores (2017) demonstrou que INF- γ induziu a 

relocalização de ICAM-1, molécula de adesão de plaquetas e células endoteliais 1 (PECAM- 

1), ZO-1 e VE-caderina nas células endoteliais, o que afetou a migração de células T CD4+. 

Esses achados revelam que o IFN-γ produzido durante a inflamação pode contribuir para 

interromper a barreira hematoencefálica (BBB) e promover a baixa resistência elétrica das 

células T CD4+. No presente estudo foi observado que a infecção diminuiu da expressão da 

proteína ZO-1. Nossos resultados condizem com o estudo de Marcos e colaboradores (2020) 

onde foi demonstrado que a infecção por T. gondii pode desregular indiretamente as vias de 

sinalização no controle da estabilidade do vaso, afetando o potencial da célula endotelial e a 

formação de BBB ou interromper a expressão e organização de proteínas de junção diretamente 

nas células endoteliais. Outro estudo, realizado por Briceño e colaboradores (2016) também 

demonstrou que T. gondii. após a invasão, foi capaz de afetar as proteínas TJ, induzindo 

diminuição da expressão de ZO-1 devido a uma redistribuição de claudina-1, ocludina e ZO-1 

no citoplasma das células epiteliais intestinais e conseguindo se multiplicar dentro da célula. 

Com isso supomos que mediadores inflamatórios podem comprometer a função de barreira nas 

células HUVEC, alterando a permeabilidade celular e, consequentemente, diminuindo a 

resistência elétrica. Estas podem ser uma das possíveis vias de entrada de T. gondii que facilita 

sua proliferação nestas células. Sugerimos também que o parasita, além de usar essa via de 

entrada, é capaz de alterar as junções celulares, aumentando a permeabilidade celular. 

Por fim, avaliamos a expressão da proteína ICAM-1 em células HUVEC. A disfunção 

endotelial é caracterizada pela superexpressão de moléculas de adesão, incluindo ICAM-1 e 

VCAM-1 (HABAS and SHANG, 2018). ICAM-1 é uma molécula envolvida na transmigração 



 
 

47 
 

 

de T. gondii (BARRAGAN et al., 2005), podendo o parasita aumentar sua expressão (PASTRE 

et al., 2019). O IFN-γ induz a relocalização do ICAM-1 do lado basal para o apical da 

monocamada endotelial e essa citocina pode aumentar a expressão do ICAM-1 na superfície 

das células endoteliais. Também já foi demonstrado que a expressão de ICAM-1 pode ser 

resgatada por MIF exógeno, relacionando o envolvimento de MIF e ICAM-1 na infecção por 

P. gingivalis, aterosclerose e periodontite (SONAR et al., 2017; HOU et al., 2019). No presente 

estudo, mostramos que quando as células foram infectadas e tratadas com meio condicionado 

infectado, observamos alta expressão de ICAM-1. Esse resultado coincide com um estudo que 

revelou que as células HUVEC tratadas com meio condicionado de células infectadas, como no 

caso do isolado clínico de citomegalovírus (HCMV), as células aumentaram a adesão 

leucocitárias devido ao aumento da expressão de ICAM-1 (SHAHGASEMPOUR et al., 1997). 

Outro estudo investigou os efeitos dos meios condicionados de células mononucleares do 

sangue periférico (PBMCs) na reprodução do vírus do Herpes simplex tipo I (HSV-1) nas 

células endoteliais e demonstrou que a infecção aumentou devido à expressão do ICAM-1 

(SCHEGLOVITOVA et al., 2002). Também existem estudos que mostraram que a regulação 

positiva da expressão de ICAM-1 pode ser uma resposta às citocinas produzidas durante a 

inflamação (VAN DE STOLPE et al., 1996; DIETRICH et al., 2002). Além disso, vários 

patógenos exploram o ICAM-1 para entrar nas células (por exemplo, ronovírus e vírus 

coxsackie) ou se ligam especificamente ao endotélio vascular (por exemplo, Plasmodium spp.) 

(VAN DE STOLPE et al., 1996; DIETRICH et al., 2002). Nesse sentido, avaliamos a 

proliferação de T. gondii nas células HUVEC inibindo ICAM-1. Nossos resultados 

demonstraram que, quando as células são infectadas, tratadas com o meio condicionado 

infectado ou não e tratadas com o anticorpo de ICAM-1, a proliferação parasitária diminui. Estes  

resultados confirmam a interação e a importância que a proteína ICAM-1 tem durante uma 

infecção por T. gondii, uma vez que o parasita pode utiliza-la como via paracelular e assim 

atravessar eficientemente as monocamadas polarizadas (BARRAGAN et al., 2005). Deste 

modo, sabe-se que o ICAM-1 está presente na superfície apical de várias barreiras biológicas e 

que durante algumas infecções, como a presença de T. gondii, estimula a expressão aumentada  

de ICAM-1 em células humanas (KLOK et al., 1999; NAGINENI et al., 2000). Podemos supor 

que o aumento da expressão de ICAM-1 durante a infecção ou devido a condições inflamatórias 

subjacentes possa potencializar a disseminação do parasita nos tecidos placentários. 

Em conclusão, o presente estudo demonstrou que um aumento na proliferação de T. 
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gondii ocorre quando as células HUVEC são infectadas e tratadas com meio condicionado, o 

que estimula a secreção de citocinas pró-inflamatórias. Que, juntamente com o parasitismo, 

estão relacionados o aumento da permeabilidade celular, diminuição da resistência elétrica, 

diminuição da expressão da proteína ZO-1, expressão de ICAM-1, e uma diminuição da 

proliferação do parasito quando é inibido a proteína de adesão (ICAM-1). Nesse sentido, T. 

gondii é capaz de modular sua passagem pelas células HUVEC e isso pode estar relacionado à 

suscetibilidade deste tipo celular ao parasito. 

 

6. CONCLUSÕES 

 

- Células HUVEC infectadas e tratadas com meio condicionado aumentam a proliferação de T. 

gondii; 

- Células HUVEC infectadas e tratadas com o meio condicionado infectado ou não estimulou 

uma maior secreção de citocinas pró-inflamatórias; 

- Células HUVEC infectadas e tratadas com o meio condicionado, independente da infecção, 

aumentou a permeabilidade celular; 

- Células HUVEC infectadas e tratadas com o meio condicionado independente da infecção, 

diminuiu a resistência elétrica; 

- Células HUVEC infectadas ou não e tratadas com o meio condicionado, independente da 

infecção diminuíram a expressão da proteína ZO-1; 

- Células HUVEC infectadas ou não e tratadas com o meio condicionado, diminuíram a 

expressão da proteína ICAM-1; 

- Células HUVEC infectadas e tratadas com o meio condicionado, independente da infecção, e 

tratadas com o anti-ICAM-1 diminuíram a proliferação de T. gondii. 
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Figura 1. Replicação intracelular de T. gondii em células HUVEC tratadas com meio 

condicionado provenientes de vilos infectado ou não por T. gondii. As células HUVEC foram 

cultivadas em placas de 96 poços (1x104 / 200μL / poço),  tratadas com meio condicionado não 

infectado (Vilo) ou meio condicionado infectado (Vilo/Tg) e infectadas com taquizoítas de T. 

gondii. Como controle, as células foram infectadas apenas com T. gondii (Tg). As células foram 

analisadas pelo ensaio de β-galactosidase. Os dados foram expressos como média ± DP e são 

representativos de quatro experimentos independentes em triplicata. * Comparação com Tg. # 

Comparação entre Vilo e Vilo/Tg (Teste One Way ANOVA e pós-teste de Bonferroni, p <0,05). 
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Figura 2. Produção de (A) IFN-γ, (B) MIF, (C) IL-12 p40, (D) TNF-α, (E) IL-8, (F) IL-4, (G) 

IL-10, (H) TGF-β e (I) IL-6 por células HUVEC sem infecção ou infectadas e tratadas com meio 

condicionado provenientes de vilos infectados ou não infectados por T. gondii. As células HUVEC 

foram cultivadas em placas de 6 poços (5x105 / 2000μL / poço), tratadas com meio condicionado 

não infectados (Vilo) ou meio condicionado infectados (Vilo/Tg) e infectadas (HUVEC 

infectadas) ou não (HUVEC sem infecção) com taquizoítas de T. gondii. Como controle, as células 

não foram infectadas e não foram tratadas (C) ou infectadas e não tratadas (Tg). Os níveis de 

citocinas foram determinados por ELISA em sobrenadantes livres de células. * Comparação com 

C. # Comparação entre células tratadas com meio condicionado não infectado (Vilo) com células 

infectadas e tratadas com o meio não infectado (Vilo); # Comparação entre células não infectadas 

e tratadas com o meio infectado (Vilo/Tg) com células infectadas e tratadas com o meio infectado 

(Vilo/Tg). $ Comparação com Tg (Teste One Way ANOVA e pós-teste de Bonferroni, p <0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 







 
 

55 
 

 

 

Figura 3. Permeabilidade paracelular de FITC-Dextran em células HUVEC sem infecção ou 

infectadas e tratadas com meio condicionado não infectado ou infectados com T. gondii. O ensaio 

de fluorescência foi realizado incubando células HUVEC em transwell e cultivadas em placas de 

24 poços (1x105 / 100μL / poço). As células foram tratadas com meio condicionado não infectado 

(Vilo) ou meio condicionado infectados (Vilo/Tg) e infectadas (HUVEC infectadas) ou não 

(HUVEC sem infecção) com taquizoítas de T. gondii. Como controle, as células não foram 

infectadas e não foram tratadas (C) ou infectadas e não tratadas (Tg). As células foram analisadas 

pelo ensaio de fluorescência realizado com 1,0 mg/ml de FITC-Dextrano de 4 kDa durante 1 h. 

Os dados foram expressos como média ± DP e são representativos de oito experimentos 

independentes em duplicata. * Comparação com C. # Comparação entre Vilo e Vilo/Tg (Teste 

One Way ANOVA e pós-teste de Bonferroni, p <0,05). 
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Figura 4. Resistência elétrica transepitelial (TEER) em células HUVEC sem infecção ou 

infectadas e tratadas com meio condicionado não infectado ou infectados com T. gondii. O ensaio 

TEER foi realizado incubando células HUVEC em transwell cultivadas em placas de 24 poços 

(1x105/100μL/poço). As células foram tratadas com meio condicionado não infectados (Vilo) ou 

meio condicionado infectados (Vilo/Tg) e infectadas (HUVEC infectadas) ou não (HUVEC sem 

infecção) com taquizoítas de T. gondii. Como controle, as células não foram infectadas e não 

foram tratadas (C) ou infectadas e não tratadas (Tg). Os dados foram expressos como média ± DP 

e são representativos de oito experimentos independentes em duplicata. * Comparação com C. # 

Comparação entre Vilo e Vilo/Tg (Teste One Way ANOVA e pós-teste de Bonferroni, p <0,05). 
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Figura 4 
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Figura 5: (A) Fotomicrografia representativa da microscopia de imunofluorescência e (B) valores 

médios da quantificação do sinal de fluorescência da proteína de ZO-1 em células HUVEC sem 

infecção ou infectadas e tratadas com meio condicionado não infectados ou infectados com T. 

gondii. As células HUVEC foram incubadas em chamber slide (1 x 104/250µL/poço por 24 h), 

tratadas com meio condicionado não infectados (Vilo) ou meio condicionado infectados (Vilo/Tg) 

e infectadas (HUVEC infectadas) ou não (HUVEC sem infecção) com taquizoítas de T. gondii. 

Como controle, as células não foram infectadas e não foram tratadas (C) ou infectadas e não 

tratadas (Tg). Os dados foram expressos como média ± DP e são representativos de quatro 

experimentos independentes em duplicata. (I) Células HUVEC sem infecção e sem tratamento; 

(II) Células HUVEC tratadas com o sobrenadante do vilo sem infecção (Vilo); (III) Células 

HUVEC tratadas com o sobrenadante do vilo infectado (Vilo/Tg); (IV) Células HUVEC 

infectadas e não tratadas (Tg); (V) Células HUVEC infectadas e tratadas com os sobrenadantes 

dos vilos não infectados (Vilo); (VI) Células HUVEC infectadas e tratadas com os sobrenadantes 

dos vilos infectados (Vilo/Tg). Marcação da proteína ZO-1 em verde e os núcleos em azul. Barras 

de escala: 10 µm. * Comparação em relação ao C. # Comparação entre Vilo/Tg e Tg (Teste One 

Way ANOVA e pós-teste de Bonferroni, p <0,05). 
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Figure 6: (A) Immunoblotting para detecção de ICAM-1 em células HUVEC sem infecção ou 

infectadas e tratadas com meio condicionado não infectado ou infectado. O ensaio de 

fluorescência foi realizado incubando células HUVEC em transwell cultivadas em placas de 6 

poços (5x105/2000μL/poço). As células foram tratadas com meio condicionado não infectado 

(Vilo) ou meio condicionado infectado (Vilo/Tg) e infectadas (HUVEC infectadas) ou não 

(HUVEC sem infecção) com taquizoítas de T. gondii. Como controle, as células não foram 

infectadas e não foram tratadas (C) ou infectadas e não tratadas (Tg). (B) Os dados quantitativos 

obtidos a partir da densitometria das bandas detectadas na reação de Western blott expressos como 

média ± DP são representativos de sete experimentos independentes em duplicata. * Comparação 

com C. # Comparação entre células infectadas e tratadas com o meio condicionado infectado 

(Vilo/Tg) e células não infectadas e tratadas com o meio condicionado infectado. $ Comparação 

entre Tg e Vilo/Tg. Teste One Way ANOVA e pós-teste de Bonferroni, p <0,05). 
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Figura 7: Replicação intracelular de T. gondii em células HUVEC tratadas com meio 

condicionado sem infecção ou infectado em conjunto com ICAM-1 ou seu anticorpo-ICAM-1. As 

células HUVEC foram cultivadas em placas de 96 poços (1x104/200μL/poço) e tratadas com meio 

condicionado não infectado (Vilo) ou com meio condicionado infectado (Vilo/Tg) ou com ICAM-

1 + meio condicionado não infectado (ICAM/Vilo) ou com ICAM-1 + meio condicionado 

infectado (ICAM/Vilo/Tg). Após, as células foraminfectadas com taquizoítas de T. gondii . Como 

controle, as células HUVEC foram infectadas e não tratadas (Tg) ou tratadas com ICAM-1 

(ICAM) ou tratadas com o anticorpo de ICAM-1 (Anti-ICAM-1). As células foram analisadas 

pelo ensaio de β-galactosidase. Os dados foram expressos como média ± DP e são representativos 

de cinco experimentos independentes em triplicata. * Comparação com Tg. # Comparação entre 

Tg e ICAM. $Comparação entre Vilo e ICAM/Vilo. & Comparação entre Vilo/Tg e 

ICAM/Vilo/Tg. % Comparação entre ICAM e ICAM/Vilo/Tg. Teste One Way ANOVA e pós-

teste de Bonferroni, p <0,05). 
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Figura 7 
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-inflamatórias (IL-6,TNF-a,IL-8, MIF, IL-12) e anti-inflamatórias (IL-10,TGF-b,IL-4) através da reação ELISA 

(Ensaio imunoenzimático);moléculas de adesão como ICAM e VCAM através da reação de Western blotting 

e apoptose celular por citometria de fluxo. 

 

CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

Serão coletadas as placentas de pacientes parturientes entre 18 a 45 anos de idades, 
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placentários infectados ou não com T. gondii. 
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analisado pela instância superior que é a CONEP. Entretanto, segundo parecer emitido pela CONEP, o 

protocolo não se enquadra na área de apreciação da Comissão, conforme preconizado no item IX.4 da 

Resolução CNS nº 466 de 2012. A comissão encaminhou algumas inadequação 
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PARECER CEP/UFU: Pendência atendida. 
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PARECER CEP/UFU: Pendência atendida. 

 

 

 

PENDÊNCIA CONEP: Solicita-se que conste em ambas as vias do TCLE os contatos telefônicos dos 
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nº 2201 de 2011. Tais documentos estão apresentados e resumidos nas páginas 48 e 49 do “Manual de 

Orientação: Pendências Frequentes em Protocolos de Pesquisa Clínica” (disponível em: 

http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/aquivos/documentos/MANUAL_ORIENTACAO_PENDE 

NCIAS_FREQUENTES 
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• O Participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em 

qualquer fase da pesquisa, sem penalização alguma e sem prejuízo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 ) e 

deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na íntegra, por ele assinado. 

• O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e 

mailto:cep@propp.ufu.br





	de21f03a786fa1063a8a504232f9b8cebe940f8791e47fd7df437e88433df601.pdf
	de21f03a786fa1063a8a504232f9b8cebe940f8791e47fd7df437e88433df601.pdf
	de21f03a786fa1063a8a504232f9b8cebe940f8791e47fd7df437e88433df601.pdf

