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RESUMO 

  

Toxoplasma gondii é um protozoário intracelular obrigatório que apresenta ciclo 

lítico compreendido das etapas de reconhecimento, penetração, multiplicação, 

podendo sair da célula hospedeira ou evadir a reposta imune pelo mecanismo 

de encistamento, permanecendo no meio intracelular. Essas etapas influenciam 

na capacidade de infecção do parasito, relacionando-se com sua infectividade e, 

consequentemente, sua virulência. Esse trabalho visa caracterizar 

fenotipicamente isolados de T. gondii obtidos de tecidos de animais de produção 

de Alagoas, Brasil, sob o aspecto da infectividade (invasão e proliferação) e 

latência induzida no modelo in vitro. As provas de caracterização do 

comportamento biológico in vitro utilizadas foram: capacidade de conversão 

taquizoíto/bradizoíto, taxa de invasão e prova de proliferação. O primeiro 

experimento avaliou a eficiência de taquizoítos em alterar o metabolismo para o 

estágio de bradizoítos e foi conduzida por meio da indução por estresse exógeno 

(meio com pH alcalino). O teste de invasão avaliou a capacidade de penetração 

dos isolados em três tempos: 2h, 6h e 48h. E, por fim, a proliferação que consistiu 

em verificar a capacidade de multiplicação dos isolados em cultivo celular 

mensurado por real-time PCR. No primeiro experimento, isolados de T. gondii 

associados a abortamento em pequenos ruminantes e classificados como 

genótipo II (TgGtBrAL01, TgGtBrAL02, TgShSp1 e ME49) foram submetidos a 

todas as avaliações anteriormente descritas. O isolado TgShSp1 apresentou 

maior taxa de encistamento e menores taxas de invasão e proliferação e foi 

considerado de baixa infectividade. Os isolados TgGtBrAL01 e TgGtBrAL02, 

provenientes de um mesmo surto de abortamento em cabras, diferiram apenas 

na formação de cistos e apresentaram o perfil fenotípico similar nas outras 

provas. No segundo experimento, foi avaliada a capacidade de conversão 

taquizoíto-bradizoíto dos isolados de genótipo recombinante TgCkBrAL01 (#277) 

e TgCkBrAL03 (#114) provenientes de tecidos de galinhas; TgPigBrAL01, 

TgPigBrAL02 e TgPigBrAL03 (todos #114), isolados de suínos e cepas de 

clonais RH (tipo I) e ME49 (tipo II). Verificaram-se diferenças nas respostas de 

formação de cistos de isolados de genótipo recombinantes em comparação aos 

genótipos típicos, tendo como consequência um aumento na formação de 



 
 

vacúolos e diminuição das placas de lise. Ainda foi revelado que isolados de 

mesmo genótipo (#114) manifestam taxas de conversão distintas. No terceiro 

experimento, os cinco isolados de genótipo recombinante descritos acima, foram 

caracterizados fenotipicamente nos ensaios de invasão parasitária e proliferação 

intracelular. Em adicional, foi determinado o perfil dos genes ROP18 e ROP5 de 

dois isolados de genótipos distintos, TgPigBrAL01 (#114) e TgCkBrAL01 (#277). 

Os isolados de genótipo recombinantes exibiram baixa taxa de invasão e menor 

proliferação em relação às cepas RH e ME49, mas não apresentaram diferença 

entre si. Por fim, as características encontradas de baixa infectividade de dois 

isolados recombinantes corroboram com o padrão dos genes ROP5/ROP18 

(padrão 1/3) que caracteriza um isolado avirulento ou não-letal no modelo 

murino. O emprego de técnicas de caracterização in vitro mostrou-se eficiente 

para determinar as características da infectividade que estão diretamente 

relacionadas com a virulência de T. gondii. 

 

PALAVRAS-CHAVES: Toxoplasmose; Invasão; Proliferação; Encistamento; 

Ciclo lítico; Comportamento biológico. 



 
 

ABSTRACT 

 

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite that presents a 

lytic cycle consisted of stages of recognition, penetration, multiplication, and can 

leave the host cell or evade the immune response from a mechanism of 

encystation, remaining in the intracellular space. These stages influence the 

infection capacity of the parasite, relating to its infectivity and, consequently, its 

virulence. This work’s purpose is to characterize phenotypically isolated T. gondii 

from tissues of animals from Alagoas, Brazil, under the aspect of infectivity 

(invasion and proliferation) and latency induced in the in vitro model. The in vitro 

biological behavior characterization tests chosen were: tachyzoite/bradyzoite 

conversion capacity, invasion rate and proliferation test. The first test evaluated 

the efficiency of tachyzoites in altering the metabolism to a stage of bradyzoites 

and was conducted through exogenous stress induction (medium with alkaline 

pH). The invasion test evaluated the penetration capacity of the isolates in three 

times 2h, 6h and 48h. And, finally, the proliferation test that consisted in verifying 

the multiplication capacity of the isolates in cell culture measured by real-time 

PCR. In the first article, isolates of T. gondii associated with abortion in small 

ruminants and classified as genotype II (TgGtBrAL01, TgGtBrAL02, TgShSp1 

and ME49) were submitted to all the evaluations previously described. The 

TgShSp1 isolate had a higher rate of encystation and lower rates of invasion and 

proliferation was considered low infectivity. The isolates TgGtBrAL01 and 

TgGtBrAL02, coming from the same abortion outbreak in goats, differed only in 

the formation of cysts and showed the similar phenotypic profile in the other tests. 

In the second article the tachyzoite-bradyzoite conversion capacity of the 

recombinant genotypes TgCkBrAL01 (#277) and TgCkBrAL03 (#114) from 

chicken tissues were evaluated; TgPigBrAL01, TgPigBrAL02 and TgPigBrAL03 

(all #114), isolated from pigs and strains of clonal RH (type I) and ME49 (type II). 

Differences in cyst formation responses of recombinant genotype isolates were 

observed in comparison to typical genotypes, resulting in an increase in vacuoles 

formation and decrease in lysis plaques. It was further revealed that isolates of 

the same genotype (#114) show different conversion rates. In the third article, the 

five recombinant genotype isolates described above, are characterized 



 
 

phenotypically in the parasite invasion and intracellular proliferation assays. In 

addition, the ROP18 and ROP5 gene profiles of two isolates of different 

genotypes, TgPigBrAL01 (# 114) and TgCkBrAL01 (# 277), were determined. 

Recombinant genotype isolates had a low rate of invasion and proliferation in 

relation to the RH and ME49 strains but did not show any differences between 

them. The infectivity characteristics of two recombinant isolates corroborate with 

the profile ROP5/ROP18 (1/3) gene, considered to be avirulent or non-lethal in 

mouse. The use of in vitro characterization has shown to be able to reveal 

characteristics of the infectivity that are directly related to virulence of T. gondii. 

 

KEYWORDS: Toxoplasmosis; Invasion; Proliferation; Encystation; Lytic cycle; 

Biological behavior. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Toxoplasma gondii é um dos patógenos mais bem-sucedidos, capaz de 

infectar um grande número de espécies animais e provocar a toxoplasmose, uma 

enfermidade potencialmente fatal para humanos imunocomprometidos e 

relacionada a problemas produtivos nas espécies caprina, ovina e suína 

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

A patogênese da toxoplasmose é o resultado da penetração celular no 

tecido hospedeiro, expressiva multiplicação e disseminação do parasito, 

provocando lesão tecidual, associada à resposta imunológica inflamatória 

(BHOPALE, 2003; HALONEN et al., 2004; PENG; TAN; LINDSAY, 2015; 

RANDALL; HUNTER, 2011). A eficiência em reconhecer e se aderir a uma 

célula, penetrá-la, a velocidade de replicação no ambiente intracelular, a saída e 

a infecção de nova célula são atributos do comportamento biológico (JENSEN et 

al., 2015; SAEIJ; BOYLE; BOOTHROYD, 2005) que compõe as etapas do ciclo 

lítico de T. gondii, desenvolvido pelos estágios proliferativos, conhecidos como 

taquizoítos (BLACK; BOOTHROYD, 2000; BLADER et al., 2015). Esses 

comportamentos se relacionam com a capacidade de migrar por barreiras 

biológicas, como a transplacentária ou a hematoencefálica (BARRAGAN; 

SIBLEY, 2002, 2003; TARDIEUX; MENARD, 2008), potencializando sua ação 

patogênica.  

Soma-se a esses fatores a habilidade que T. gondii possui de diferenciar-

se entre estágios proliferativos e latentes encistados nos tecidos dos 

hospedeiros, configurando um mecanismo de evasão imunológica (FERREIRA-

DA-SILVA et al., 2009; SULLIVAN; JEFFERS, 2012). O encistamento é o 

resultado de alterações bioquímicas, morfológicas e estruturais para a proteção 

dos estágios latentes ou bradizoítos (SULLIVAN; JEFFERS, 2012).  

A capacidade de invasão, proliferação, dispersão nos tecidos 

hospedeiros, estímulo imunogênico e a habilidade de formar cistos teciduais 

contribuem para maior ou menor manifestação da virulência de T. gondii e estão 

ligadas ao fenótipo do parasito (APPLEFORD; SMITH, 1997; BARRAGAN; 

SIBLEY, 2003; CASADEVALL; PIROFSKI, 1999, 2001; KAUFMAN; 

REMINGTON; JACOBS, 1958; KHAN et al., 2009; LOPES et al., 2016; RADKE 
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et al., 2001; SAEIJ; BOYLE; BOOTHROYD, 2005; SULLIVAN; JEFFERS, 2012). 

As análises fenotípicas compreendem avaliações in vivo e in vitro e são 

empregadas para explicar a expressão das variações genéticas de T. gondii 

(BRENIER-PINCHART et al., 2010; KHAN et al., 2009; LOPES et al., 2016; 

PFEFFERKORN; KASPER, 1983; RADKE et al., 2005; SIBLEY, 1995; SIBLEY 

et al., 2002; YANG et al., 2013; ZHOU et al., 2014). 

O uso do modelo de infecção in vivo em camundongos (Mus musculus) é 

amplamente empregado para a determinar a virulência de T. gondii, sendo 

baseada na resposta da infecção frente a uma carga conhecida de parasitos 

inoculados (DUBEY et al., 2010b; FRENKEL, 1953; INGRAM et al., 2013; PENA 

et al., 2008; SARAF et al., 2017). Todavia, a extrapolação da ação virulenta de 

T. gondii em modelo murino para as outras espécies animais é dificultosa, 

caracterizando um limitante no emprego da técnica (DUBREMETZ; LEBRUN, 

2012; SARAF et al., 2017) 

Os progressos obtidos no campo da genética molecular têm tentado 

aclarar o papel de genes individuais nas diferentes etapas da infecção, indicando 

uma potencial associação de genótipos com a sua virulência (DUBREMETZ; 

LEBRUN, 2012). Um exemplo disso são os estudos dedicados a associar 

virulência e o polimorfismo alélico das proteínas secretadas pelas róptrias 

(ROP18, ROP5, ROP16 e ROP17), organelas do complexo apical envolvidas 

com o processo interação parasito-hospedeiro e, por conseguinte, na 

patogênese do agente (SHWAB et al., 2016). É necessário pontuar também, o 

uso das tecnologias transcriptômicas que vêm se destacando por revelar os 

mecanismos moleculares desenvolvidos tanto pela célula hospedeira no desafio 

da infecção por T. gondii, assim como aqueles apresentados pelo parasito 

(FRITZ et al., 2012; RADKE et al., 2005). 

Segundo Read (1994), a virulência abrange duas características 

fundamentais: a infectividade e a gravidade gerada pela infecção. Desse modo, 

a infectividade pode ser compreendida como a capacidade de um agente 

etiológico de se estabelecer no hospedeiro, levando à infecção (PUTT, 1987), 

incluindo dois aspectos: a habilidade de penetrar (invasão), de reproduzir-se 

(proliferação), de dispersar-se ou manter-se latente dentro do organismo, 

dependendo da suscetibilidade do hospedeiro ao agente etiológico (THOMAS; 

ELKINTON, 2004). 
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Nos últimos anos, diversos grupos de pesquisa se empenharam em isolar 

Toxoplasma gondii de amostras de animais no Brasil (CLEMENTINO ANDRADE 

et al., 2013; DE ALMEIDA et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2018; DUBEY et al., 

2010a; FEITOSA et al., 2014; GONÇALVES et al., 2012; MELO et al., 2016; 

PENA et al., 2011; SAMICO-FERNANDES et al., 2017; SILVA et al., 2017; 

SOUSA et al., 2016; VITALIANO et al., 2014). Obter isolados é basilar para que 

se possa acessar informações da biologia de T. gondii, seja pelas suas 

características genéticas ou fenotípicas, impulsionando pesquisas que visam o 

desenvolvimento de biotecnologias voltadas ao diagnóstico, à profilaxia e/ou 

tratamento da toxoplasmose.  

Variações fenotípicas do comportamento biológico de cepas de T. gondii 

em modelos in vitro já foram avaliadas (APPLEFORD; SMITH, 1997; SAEIJ; 

BOYLE; BOOTHROYD, 2005), assim como de outros Toxoplasmatíneos como 

Neospora caninum (DELLARUPE et al., 2014; REGIDOR-CERRILLO et al., 

2011) e Besnoitia besnoiti (FREY et al., 2016). Estudos sobre o desempenho in 

vitro destes coccídios fornecem a vantagem de facilitar a seleção de cepas de T. 

gondii a serem empregadas em experimentos, uma vez que é possível predizer 

o comportamento de uma determinada cepa em um experimento controlado. 

Outra vantagem é a redução do uso de animais de laboratórios, em cumprimento 

ao programa 3Rs (do inglês, Reduction, Refinement e Replacement), como 

método alternativo que possa, um dia, substituir os testes de virulência in vivo 

(THREE..., 2000), podendo contribuir, ainda, para a redução do risco de infecção 

humana acidental no momento da manipulação ou inoculação de animais 

(CRISTINE et al., 2004). 

Apesar do avanço no entendimento da virulência de T. gondii nos modelos 

in vivo e molecular, ausente são os estudos dedicados a revelar as 

características de infectividade associadas ao ciclo lítico ou de latência de 

linhagens típicas e recombinantes no Brasil. Assim, esse trabalho objetiva 

caracterizar o perfil fenotípico in vitro de isolados de T. gondii obtidos a partir de 

tecidos de animais de produção do Estado de Alagoas, Brasil, por meio da 

análise do comportamento biológico em etapas-chave do ciclo lítico. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Toxoplasma gondii  

 

T. gondii é um protozoário formador de cisto tecidual nos hospedeiros e 

apresenta reprodução intracelular obrigatória (DUBEY, 2010). Tem um ciclo vital 

heteroxênico, comportando-se com um parasito eurixeno, infectando e 

replicando-se, virtualmente, em células nucleadas de qualquer animal 

endotérmico (DUBEY, 1998; HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005; WONG; 

REMINGTON, 1993).  

A taxonomia clássica de T. gondii indica a sua inclusão no reino Protista, 

sub-reino Protozoa, filo Apicomplexa, classe Sporozoasida, ordem 

Eucoccidiorida, família Sarcocystidae, subfamília Toxoplasmatinae e gênero 

Toxoplasma (DUBEY, 2010). Em contrapartida, uma ampla e recente 

atualização da taxonomia dos organismos vivos proposta por Adl et al. (2012) e 

reafirmada por Ruggiero et al. (2015) sugere a alteração da taxonomia do 

agente, baseadas em similaridades filogenéticas e ultraestruturais. Esse parasito 

passa então a ser incluídos no reino Chromista, sub-reino Harosa (supergrupo 

SAR, compreendendo: Stramenopiles, Alveolata e Rhizaria), superfilo Alveolata, 

filo Miozoa, subfilo Myzozoa, infrafilo Apicomplexa, superclasse Sporozoa, 

classe Coccidiomorphea, sub-classe Coccidia e ordem Eimeriida, juntamente 

com outros parasitos associados, como Cyclospora e Neospora. Esses autores 

argumentam que um grande número de novas ferramentas moleculares produziu 

dados que exigem um modelo novo e mais robusto para se adequar à nova 

informação. Nesse sentido, a nova classificação acomodará as mudanças 

recentes com maior estabilidade no futuro (ADL et al. 2012). 

Esse coccídio apresenta distribuição cosmopolita, com alta prevalência de 

infecções nos animais e no homem em diferentes regiões do globo (DUBEY, 

2010; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). É o agente da toxoplasmose, 

uma zoonose caracterizada por manifestações clínicas diversas como alterações 

congênitas em diferentes sistemas, com destaque para distúrbios neurológicos, 

além de danos reprodutivos (CENCI-GOGA et al., 2011; MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004; SUKTHANA, 2006), no entanto, a infecção mais 
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frequentemente descrita é na forma crônica assintomática (DUBEY, 2010). 

Diferentes fatores são determinantes para o estabelecimento da doença, como: 

a imunidade do hospedeiro, a via de infecção, a suscetibilidade do hospedeiro e 

a virulência da cepa de T. gondii (HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005).  

Indivíduos que apresentam condição de imunossupressão, como os 

pacientes HIV/AIDS positivos sem tratamento (BASAVARAJU, 2016; GULSHAN 

UPPAL, MD; CHIEF EDITOR: NIRANJAN N SINGH, MD, 2017) e mulheres 

gestantes soronegativas para o parasito são populações alvo na prevenção, 

diagnóstico e tratamento da toxoplasmose humana (TENTER; HECKEROTH; 

WEISS, 2000). Na Medicina Veterinária, T. gondii se destaca por causar 

prejuízos econômicos devido à redução dos índices reprodutivos de caprinos, 

ovinos e suínos (BAYARRI et al., 2012; DUBEY, 2009a, 2009b; MCSPORRAN 

et al., 1985; SILVA et al., 2014), além de provocar quadros fatais de encefalite 

em diferentes espécies como cetáceos (DI GUARDO et al., 2010; MAZZARIOL 

et al., 2012; SOLOMON, 2013), marsupiais (DUBEY; CRUTCHLEY, 2008; 

PARAMESWARAN et al., 2010) e afecções oculares em passeriformes com 

destaque para canários (DUBEY, 2002; LINDSAY et al., 1995; TURILLI; 

CORAZZOLA, 1986; WILLIAMS et al., 2001). 

Por meio da aplicação de técnicas moleculares de caracterização 

genética, aplicadas a cepas de T. gondii de diferentes regiões do mundo, foi 

possível a comparação e agrupamento populacional do agente em seis grandes 

clusters (SU et al., 2012), com um quantitativo crescente principalmente nas 

investigações desenvolvidas na América Central e América do Sul (PENA et al., 

2008; RAJENDRAN; SU; DUBEY, 2008;). Isso resulta em um padrão 

populacional estabelecido pelo parasito em diferentes regiões do mundo 

(SHWAB et al., 2014). 

Isolados europeus e norte-americanos se organizam, classicamente, em 

três genótipos clonais, as linhagens I, II e III (AJZENBERG et al., 2002b; HOWE; 

SIBLEY, 1995; SIBLEY et al., 2002; SU; ZHANG; DUBEY, 2006; RAMIREZ; 

LLEWELLYN, 2014; WEILHAMMER; RASLEY, 2011). Um novo tipo clonal de 

isolados de animais silvestres nos Estados Unidos foi descrito, denominado de 

tipo 12 (DUBEY et al., 2011a; KHAN et al., 2011). De modo divergente, os 

isolados do centro e sul-americanos demonstram elevadas combinações alélicas 

inéditas, possivelmente motivada pelo alto quantitativo de recombinação durante 
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a reprodução sexuada nos felídeos, sendo denominadas como linhagens 

recombinantes (BELTRAME et al., 2012; DUBEY, 2008; DUBEY et al., 2005; 

RAGOZO et al., 2010; RAJENDRAN; SU; DUBEY, 2012).  

As cepas recombinantes apresentam ancestralidade e classes alélicas 

idênticas àquelas encontradas nas três linhagens clássicas, mas segregam 

esses alelos de maneira aleatória entre os locus analisados na caracterização 

molecular (AJZENBERG et al., 2004; DE MELO FERREIRA et al., 2006). O papel 

da recombinação sexual na estrutura populacional de T. gondii parece ser mais 

importante no Brasil, em comparação com as populações da Europa e Estados 

Unidos (DE MELO FERREIRA et al., 2006) 

Outras cepas de T. gondii apresentam polimorfismos únicos e alelos 

"novos", as chamadas cepas atípicas ou exóticas. Análises filogenéticas revelam 

que esses genótipos são distribuídos ao longo da árvore sem qualquer 

estruturação óbvia, podendo ou não ter relação com os haplogrupos típicos 

(AJZENBERG et al., 2004; SU et al., 2003).  

A virulência em modelo murino entre os isolados de T. gondii apresenta 

diferenças biológicas marcantes: a maioria é avirulenta, produzindo infecções 

crônicas assintomáticas; no entanto, alguns são altamente virulentos e resultam 

em toxoplasmose aguda fatal (HOWE; SUMMERS; SIBLEY, 1996). A 

metodologia comumente utilizada para determinar a virulência de um isolado 

consiste em avaliar a repercussão da infecção em camundongos a partir da 

inoculação de diferentes doses de taquizoítos, sendo determinada a curva de 

sobrevivência dos animais até 30 dias após a inoculação (SARAF et al., 2017).  

Cruzando os dados dos grupamentos genotípicos com informações da 

patogênese in vivo determinou-se um padrão virulência: cepas do haplogrupo I 

de T. gondii provocam manifestações clínicas aguda ou hiperaguda em murinos 

com uma LD100 (dose letal absoluta) <10 indivíduos, ou seja, são necessários 

menos de 10 taquizoítos do agente para provocar morte de todos camundongos 

inoculados. As cepas dos tipos II e III são relativamente avirulentas, com um LD50 

(dose letal, 50%) que varia entre 102 e 105 taquizoítos (SIBLEY; BOOTHROYD, 

1992; SAEIJ; BOYLE; BOOTHROYD, 2005). As cepas do tipo II são as mais 

comumente envolvidas na infecção humana, enquanto as cepas do tipo III são 

mais comuns em animais silvestres e, raramente, isoladas de humanos (HOWE; 

SIBLEY, 1995). As cepas do tipo I são raras tanto na natureza como em 
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pacientes humanos; no entanto, infecções em indivíduos imunocompetentes 

foram associadas a manifestações clínicas graves (AJZENBERG et al., 2002a; 

BOOTHROYD; GRIGG, 2002).  

Estudos de virulência de cepas recombinantes (tipo II/III) de T. gondii 

revelaram que estes apresentam uma virulência três vezes maior do que as 

cepas clássicas progenitoras, sugerindo que a recombinação sexual 

combinando polimorfismos em duas linhas clonais distintas e concorrentes, 

poderia conduzir a evolução natural da virulência em T. gondii (GRIGG et al., 

2001a). Recombinações entre cepas dos tipos I e III são frequentes em pacientes 

humanos com toxoplasmose ocular, demostrando maior virulência que cepas 

clássicas tipo II (GRIGG et al., 2001b). Em adicional, esse mesmo genótipo 

recombinante (I/III) foi responsável por quadro de neurotoxoplasmose em 

paciente HIV/AIDS positivo, provocando uma grave e incomum encefalite e 

coriorretinite, associadas à Síndrome Cerebral Perdedora de Sal (SCPS), 

causando hiponatremia (GENOT et al., 2007). 

 

2.2 Histórico dos estudos sobre Toxoplasma gondii  

 

As primeiras descrições desse protozoário ocorreram no início do século 

XX, em 1908, simultaneamente, em tecido de coelhos (Oryctolagus cuniculus), 

no Brasil (SPLENDORE, 2009) e em tecido de roedores da espécie Ctendactylus 

gundi, na Tunísia (NICOLLE; MANCEAUX, 2009). Ambos estudos atribuíram a 

descrição do agente parasitário, erroneamente, como pertencente ao gênero 

Leishmania. Todavia, um ano depois, estudos morfológicos desenvolvidos por 

Nicolle e Manceaux demonstraram que se tratava de um novo protozoário, sendo 

renomeado como Toxoplasma gondii, devido à forma de arco (toxo, em grego) e 

em referência a espécie do roedor africano que albergava o protozoário 

(FERGUSON, 2009; NICOLLE; MANCEAUX, 2009). 

Desde as suas descrições iniciais até a atualidade, T. gondii ganhou 

destaque científico devido à sua importância para a saúde humana e dos animais 

(DABRITZ; CONRAD, 2010; SCHLUTER et al., 2014; TENTER; HECKEROTH; 

WEISS, 2000). Nas décadas de 1920 e 1930 foram publicadas descrições de 

organismos semelhantes a T. gondii em diferentes hospedeiros (DUBEY, 2008). 

As estruturas de cisto tecidual foram primariamente observadas e descritas num 
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grupo de coelhos e camundongos (LEVADITI et al., 1928 apud WYROSDICK; 

SCHAEFER, 2015). Entretanto, o agente viável foi isolado de amostra animal 

somente em 1937 por Sabin e Olitsky (1937) e, anos mais tarde foi isolado de 

amostra humana por Wolf e Paige (1939). Nessa época, denominava-se a fase 

proliferativa de T. gondii como trofozoíto e os organismos encontrados dentro 

dos cistos teciduais de cistozoítos. 

Nos anos de 1940 a 1960, estudos imunogênicos revelaram o papel de 

anticorpos na inativação de formas proliferativas de T. gondii (SABIN; 

FELDMAN, 1948) e que a imunidade protetora frente à infecção por esse 

coccídio era mediada principalmente por células linfóides (FRENKEL, 1967). Em 

1958, Goldman, Carver e Sulzer (1958) estudaram o processo de reprodução 

assexuada de T. gondii e sugeriram o termo endodiogenia para denominar o 

processo de geração de duas células-filhas a partir de uma célula comum ou 

célula-mãe.  

Estudos de caracterização biológica de cistos teciduais elucidaram o 

papel da parede do cisto e a ação de enzimas proteolíticas sobre elas, bem como 

evidenciaram a sobrevivência dos “cistozoítos” e a suscetibilidade dos 

"trofozoítos”. Diante desse dado foi possível a obtenção de isolados viáveis a 

partir de tecidos de animais cronicamente infectados, submetidos à digestão 

enzimática (JACOBS; REMINGTON; MELTON, 1960). 

Na década de 1960 teve início o uso de metodologias de caracterização 

fenotípica aplicadas a T. gondii. Estudos sobre diferenças na multiplicação de 

cepas em culturas celulares e a caracterização da curva de crescimento com a 

identificação de uma fase de repouso após a infecção, seguida por uma fase 

exponencial de crescimento (similar a bactérias) se destacaram nesse período 

(HOGAN; YONEDA; ZWEIGART, 1961; KAUFMAN; MALONEY, 1962). Anos 

depois, a taxa de crescimento e os títulos necessários para infecção de tecidos 

em cultivo por T. gondii foram estudados (LYCKE; LUND, 1964). 

Até a década de 1970, apenas formas assexuadas de T. gondii eram 

descritas e não havia sido determinado seu ciclo biológico completo. Foi então 

que avanços significativos ocorreram com a descrição do ciclo sexuado do 

parasito e o relato de oocistos excretados nas fezes de felinos, fato que permitiu 

a elucidação de características de transmissibilidade, medidas preventivas da 

infecção e controle do agente (DUBEY, 2008, 2009c; FRENKEL, 1970; 



   25 
 

HUTCHISON et al., 1971). Em meados de 1973, Frenkel denominou as formas 

evolutivas de T. gondii como conhecemos hoje, ao associar o estágio evolutivo 

do parasito com a velocidade de multiplicação. Assim, organismos que 

apresentavam multiplicação rápida passaram a ser denominados de taquizoítos 

(anteriormente denominado “trofozoíto”), enquanto que as formas que 

apresentam multiplicação lenta foram denominadas de bradizoítos (antes, 

“cistozoítos”) (FRENKEL, 1973). 

Entre os anos 1980 a 2000, investigações foram desenvolvidas sobre as 

diversas vertentes de análise aplicada ao T. gondii: aspectos morfológicos, 

epidemiológicos, patológicos, socioeconômicos, entre outros. Destacaram-se, 

principalmente, os métodos de caracterização para compreender as diferenças 

entre os isolados de T. gondii obtidos de tecidos humanos e de animais (DUBEY, 

2008). 

A princípio, as investigações desenvolvidas para caracterizar isolados de 

T. gondii baseavam-se em análises antigênicas (APPLEFORD; SMITH, 2000; 

BOHNE; GROSS; HEESEMANN, 1993; LEE et al., 1995; WARE; KASPER, 

1987), na infectividade in vivo (GRIMWOOD; SMITH, 1991) e isoenzimáticas 

(ASAI et al., 1995; DARDE et al., 1992; DARDÉ; BOUTEILLE; PESTRE-

ALEXANDRE, 1992). Com advento das técnicas moleculares, foram 

desenvolvidas metodologias mais sensíveis, confiáveis e menos laboriosas para 

a tipagem de T. gondii, a exemplo dos marcadores para microssatélite, Random 

Amplified Polymorphic (RADP-PCR) e, por fim, a Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP-PCR) (AJZENBERG et al., 2002b; DARDÉ, 2004; DE 

MELO FERREIRA et al., 2004). 

A análise por RFLP-PCR tem sido vastamente empregada na 

genotipagem de T. gondii (SU; ZHANG; DUBEY, 2006), porém, esse método 

subestima a taxa de polimorfismo entre os isolados, havendo um indicativo do 

emprego do sequenciamento direto de regiões genômicas, incluindo 

polimorfismo de nucleotídeo único (SNPs - Single Nucleotide Polymorphism) e 

de pequenas regiões de inserções e deleções para uma genotipagem mais 

precisa (BAHL et al., 2010; COSTA et al., 2011; YANG et al., 2013).  

Saeij, Boyle e Boothroyd (2005) revisaram os aspectos fenotípicos 

(migração, invasão e taxa de crescimento) relacionados à virulência entre as três 

principais cepas de T. gondii e destacaram diferenças entre elas quanto à 
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interação com o hospedeiro, sugerindo, assim, a necessidade de experimentos 

para elucidar melhor esse aspecto.  

 

2.3 Organização estrutural, ultraestrutural e funcional dos estágios 

evolutivos de Toxoplasma gondii  

 

Toxoplasma gondii apresenta três formas evolutivas distintas em seu ciclo 

biológico: estágio proliferativo (taquizoítos), estágio latente (bradizoítos) e 

estágio ambiental (esporozoítos) (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). 

 

2.3.1 Taquizoítos  

 

Os taquizoítos (Figura 1) são células arqueadas, alongadas, medindo 

aproximadamente 6 µm de comprimento por 2 µm de largura. Possuem uma 

porção posterior arredondada e uma porção anterior com a presença de uma 

estrutura afilada denominada complexo apical (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 

1998; SPEER et al., 1999). Apresentam proliferação rápida e assexuada, 

denominada endodiogenia (duas células-filhas geradas a partir de uma célula-

mãe) (DUBEY, 1998). Possui relação direta com doença, visto que é nesta forma 

evolutiva que T. gondii alcança, penetra e lesiona os diferentes tecidos (DUBEY; 

LINDSAY; SPEER, 1998). 

O núcleo celular comumente está localizado na porção média, limitado 

pelo envoltório nuclear composto pelas ramificações do retículo endoplasmático 

liso associado aos retículos endoplasmáticos rugosos. Anterior ao núcleo, 

encontra-se o complexo de Golgi e o apicoplasto. Possui uma única mitocôndria 

ramificada e uma série de grânulos em quantidade e posição variantes: grânulos 

densos, acidocalcissomas e amilopectina (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; 

MELO; ATTIAS; DE SOUZA, 2000; SOUZA et al., 2010).  

Todo esse agrupamento de organelas está contornado pela película, uma 

estrutura composta de três membranas: o plasmalema (membrana plasmática) 

e por duas membranas intimamente interpostas, denominadas de complexo 

interno de membrana (SHEFFIELD; MELTON, 1968). Esse complexo interno 

apresenta interrupção em três porções: na anterior próximo ao anel polar, na 
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porção média pela presença do microporo e na extremidade posterior (DUBEY 

et al.,1998).  

 

Figura 1 - Ultraestrutura e morfologia de taquizoítos de Toxoplasma gondii. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor com base em Souza et al. (2010) e Dubey, Lindsay e 
Speer (1998). Imagem de microscopia eletrônica de Souza et al. (2010). N – núcleo; 
CG – complexo de Golgi; A – apicoplasto; g – grânulos densos; R – róptrias; c – 
conóide; seta – vacúolo parasitóforo. Barra: 1 µm. 

 

Associada à membrana plasmática, encontra-se um complexo protéico 

formado por filamentos de actina e miosina, que, presumivelmente, interagem 

para produzir a força necessária para a motilidade do parasito (DOBROWOLSKI; 

CARRUTHERS; SIBLEY, 1997; DOBROWOLSKI; SIBLEY, 1997). Há uma 

íntima relação da película com o citoesqueleto, conjunto de fibras e túbulos 

protéicos, garantindo a manutenção da integridade mecânica (CINTRA; DE 

SOUZA, 1985; LEMGRUBER et al., 2009). 

Como os apicomplexas não possuem organelas especializadas em 

locomoção (FRENAL; SOLDATI-FAVRE, 2013; HARDING; MEISSNER, 2014), 

é a ação de uma emaranhada rede de microtúbulos e outras macromoléculas 

que permite com que esses organismos desenvolvam um movimento de 

locomoção denominado deslizamento (do inglês, gliding) (MEHTA; SIBLEY, 

2011; SKILLMAN et al., 2011). O deslizamento é desempenhado pelo 

glideossomo, um complexo formado pela interação de um grupo de proteínas 
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adesivas: as MIC2 (proteínas de micronemas) que interagem na sua porção 

citoplasmática aos filamentos dinâmicos de actina, e estes com a miosina de 

cadeia leve (MLC1), a miosina de classe XIV (TgMyo) e as GAP45 e GAP50, 

que ancoram todo esse complexo protéico (GILK et al., 2009; PAREDES-

SANTOS; DE SOUZA; ATTIAS, 2012; SOLDATI; DUBREMETZ; LEBRUN, 2001; 

SOUZA et al., 2010). A motilidade depende da polimerização e da 

despolimerização da actina para gerar a força de deslizamento e, também para 

a penetração ativa do parasito na célula hospedeira (SIBLEY et al., 2013). 

Abaixo da membrana plasmática, na extremidade anterior do parasito, o 

citoesqueleto apresenta dois anéis apicais seguidos de um anel polar, onde se 

localiza o centro organizador de microtúbulos (SOUZA et al., 2010). A partir dela, 

surgem 22 microtúbulos subpeliculares periféricos e outros dois microtúbulos 

internos de 400 nm de comprimento que se estendem até cerca de dois terços, 

longitudinalmente, do corpo celular mantendo o arcabouço citoesquelético do 

parasito. Em adicional, acima dos anéis polares situam-se o conóide, estrutura 

em forma de cone, retrátil que parece agir como uma sonda durante a invasão e 

a saída, mas seu papel precisa ser melhor compreendido (Figura 2) (DUBEY; 

LINDSAY; SPEER, 1998; LEMGRUBER et al., 2009; SULLIVAN; JEFFERS, 

2012). 

O complexo apical, além das estruturas citoesqueléticas, apresentam 

organelas vesiculares com ação secretora, a saber: micronemas e róptrias 

(CARRUTHERS; TOMLEY, 2008; NGÔ; YANG; JOINER, 2004; PAREDES-

SANTOS; DE SOUZA; ATTIAS, 2012). Micronemas são pequenas vesículas 

localizadas na região anterior do parasito que armazenam proteínas glicosiladas 

(MIC). Funcionalmente, as proteínas do micronema intermediam interações do 

parasito com a célula alvo, sendo liberadas durante o processo inicial de adesão 

e regulado pela ação de Ca2+ (CARRUTHERS; TOMLEY, 2008; DUBREMETZ 

et al., 1988).  

As róptrias apresentam-se como clavas, com alargamento da região 

posterior e afilamento na porção anterior. No estágio proliferativo, T. gondii 

apresenta cerca de oito unidades que armazenam no seu interior uma variedade 

de proteínas denominadas ROPs (localizadas no bulbo da organela) e RONs 

(localizadas na região afilada da organela), ambas excretadas no processo de 
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invasão, juntamente com proteínas das micronemas (BOOTHROYD; 

DUBREMETZ, 2008).  

 
Figura 2 - Representação esquemática do complexo apical de Toxoplasma 

gondii 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, baseado em Heaslip, Ems-
Mcclung e Hu (2009). MI: microtúbulos internos; AA: anel 
apical; Co: conóide; AP: anel polar; CIM: complexo interno da 
membrana; PI: plasmalema; MS: microtúbulos subpeliculares 
periféricos; CA: complexo apical. 

 

Durante a entrada na célula, os parasitos carreiam consigo parte da 

membrana do hospedeiro formando o vacúolo parasitóforo (VP), estrutura que o 

protege no ambiente intracelular (DUBREMETZ, 1998). A manutenção e 

estabilidade do VP ocorrem na presença de proteínas dos grânulos densos, as 

GRA, que atuam de forma significativa nas interações intracelulares hospedeiro-

parasito (GOLD et al., 2015; TRAVIER et al., 2008). Os grânulos densos são 

organelas arredondadas com alta concentração protéica distribuídas pelo citosol 

de T. gondii (MICHELIN et al., 2009). 

Ainda existe a presença de outras organelas granulares, como os 

acidocalcissomos e os corpos lipídicos. Os primeiros são organelas ácidas com 

alta concentração de fósforo como pirofosfato (PPi) e polifosfato (poli P) 

complexado ao Ca2+ e outros cátions como Zn, Cl, O, Mg, K. Apresentam-se 

como estruturas vesiculares com 10 unidades dispersas na célula. Algumas das 

funções dos acidocalcissomos são a de armazenar cátions e fósforo, realizar a 

homeostase de cálcio, a manutenção do pH intracelular e a osmorregulação 

(MORENO; DOCAMPO, 2009). 
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Os corpos lipídicos são estruturas de armazenamento energético, 

organelas conservadas que atuam como estoques intracelulares de lipídios 

neutros, como ésteres de colesterol e triacilgliceróis, e como plataformas para o 

metabolismo lipídico. Estão, ainda, envolvidos em um mecanismo de aquisição 

de nutrientes a partir da atração de organelas da célula do hospedeiro para 

próximo do vacúolo parasitóforo (HU; BINNS; REESE, 2017; TOLEDO; D’AVILA; 

MELO, 2016).  

 

2.3.2 Bradizoítos e cistos tissulares 

 

Bradizoítos são formas evolutivas que se dividem de forma assíncrona, 

lenta e assexuada (FERGUSON et al., 2009; DZIERSZINSKI et al., 2004; 

SULLIVAN; JEFFERS, 2012). Medem 7 μm de comprimento por 1,5 μm de 

largura e diferem ultraestruturalmente dos taquizoítos por possuírem um núcleo 

localizado na porção posterior, róptrias sólidas, ausência de corpos lipídicos e 

numerosos micronemas e amilopectina (ricos em polissacarídeos, 

principalmente glicose) (Figura 3) (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). 

 

Figura 3 - Ultraestrutura e morfologia do bradizoíto de Toxoplasma gondii 

 
Fonte: Elaborado pelo autor com base em Dubey, Lindsay e Speer (1998). Imagem de 
microscopia eletrônica de Dubey, Lindsay e Speer (1998). Am – amilopectina; Ce – 
centríolos; Dg – grânulos densos; Ga – apicoplasto; Go – complexo de Golgi; Im – 
complexo interno de membrana; Mi – mitocôndria; Mn – micronema; Nu – núcleo; Pm 
– Plasmalema; Rh – róptrias.  
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Os bradizoítos residem no interior de células hospedeiras dentro de cistos 

tissulares, estruturas relativamente não-imunogênicas que persistem por um 

longo período num estado ativo (WEISS; KIM, 2000). Os cistos apresentam 

tamanhos variados, dependente do tempo, da célula hospedeira, da cepa de T. 

gondii e do método utilizado para a medição. Um cisto maduro possui em média 

de 50 a 100 μm de diâmetro e uma grande quantidade de bradizoítos em seu 

interior (Figura 4). 

A parede fornece integridade ao cisto para permanecer no interior da 

célula hospedeira, sendo formada pelas modificações bioquímicas do vacúolo 

parasitóforo por ação do parasito que produz e secreta quitina e glicoproteínas 

(BOOTHROYD et al., 1997). 

 

Figura 4 - Morfologia e ultraestrutura de cisto tissular de Toxoplasma gondii 

 
Fonte: Adaptado de Dubey, Lindsay e Speer (1998). Seta e PC – parede do cisto; Bz – 
bradizoítos; NuH – núcleo da célula hospedeira. 

 

Nutricionalmente, os taquizoítos e bradizoítos também possuem 

diferentes exigências, enquanto a membrana do vacúolo parasitóforo atua como 

uma peneira molecular para os taquizoítos, a parede do cisto pode reduzir 

consideravelmente a disponibilidade de materiais exógenos para os bradizoítos 

para um modo de vida mais auxotrófico (BHOPALE, 2003). 

Os bradizoítos permanecem ativos se proliferando de forma assexuada 

nos cistos (DUBEY, 2010), enquanto os taquizoítos se multiplicam por 

endodiogenia, os bradizoítos apresentam uma variação dessa forma de 

proliferação. Assim, a recorrência de ciclos de multiplicação do DNA com 
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repetidas divisões nucleares (similar a endodiogenia), resultará na formação de 

um número variável de células-filhas no interior de uma célula-mãe, processo 

denominado endopoligenia (FERGUSON et al., 2009). Curiosamente, outros 

Apicomplexa a exemplo de Sarcocystis spp., apresentam multiplicação 

assexuada por endopoligenia, porém, com uma diferença marcante da verificada 

em Toxoplasma onde não ocorre divisão do núcleo celular após a replicação 

repetida e cíclica do material genético, de maneira que a formação dos novos 

indivíduos de Sarcocystis está associada à fragmentação do núcleo da célula-

mãe (DUBEY et al., 2001). 

 

2.3.3 Esporozoítos 

 

O resultado da reprodução sexuada que ocorre no trato intestinal dos 

hospedeiros definitivos é a formação de estruturas denominadas oocistos não-

esporulados ou imaturos (forma de resistência no meio extracelular) que se 

apresentam com formato esferóides ou sub-esferóides, parede celular resistente 

e uma massa interna compacta não uniforme (Figura 5a) (DABRITZ; CONRAD, 

2010; DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; SPEER et al., 1999). 

Após a excreção, os oocistos não esporulados são incapazes de infectar 

um hospedeiro sendo necessário a esporulação que é um processo assexuado 

dependente de temperatura, umidade e oxigenação, que ocorre entre um e cinco 

dias após a excreção do oocisto no ambiente. Os oocistos passam então a 

apresentar no seu interior duas estruturas císticas (esporocistos), cada uma 

delas albergando quatro organismos denominados esporozoítos que são as 

formas evolutivas infectantes do parasito (Figura 5b) (DUBEY et al., 2011b; 

DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).  

Os esporozoítos possuem núcleo subterminal com 6-8µm de 

comprimento por 2 µm de largura e são similares aos taquizoítos, mas 

apresentam maior quantitativo de micronemas, róptrias e grânulos de 

amilopectina (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). 
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Figura 5 - Representação das estruturas morfológicas do oocisto de Toxoplasma 
gondii.  

 
Fonte: Elaborada pelo autor. (A) oocisto não esporulado. (B) oocisto esporulado, 
apresentando dois esporocistos, cada um com quatro esporozoítos cada. 

 
2.4 Ciclo biológico de Toxoplasma gondii  

 

Potencialmente, todos os animais homeotérmicos (mamíferos e aves) 

podem atuar como hospedeiros intermediários de T. gondii, favorecendo a 

manutenção do ciclo em diferentes habitats (DUBEY, 2010; HILL; 

CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005). Esse coccídio possui como hospedeiros 

definitivos ou completos os felídeos, com destaque para o gato doméstico por 

conta da sua estreita relação com a população humana e sua ampla dispersão 

mundial (ELMORE et al., 2010; WEISS; KIM, 2000). 

O ciclo heteroxeno de T. gondii (Figura 6) pode ser segmentado em três 

distintas fases: no hospedeiro definitivo (Figura 6a), no ambiente (Figura 6b) e 

no hospedeiro intermediário (Figura 6c) (BLACK; BOOTHROYD, 2000).  

Exclusivamente nos felídeos, ocorre tanto a reprodução assexuada 

(intestinal e extraintestinal) (Figura 6a.1), quanto a reprodução sexuada (Figura 

6a.2) como resultado da ingestão de formas evolutivas de T. gondii, seja pelo 

consumo de tecidos de hospedeiros intermediários infectados (taquizoítos ou 

bradizoítos encistados), ou pela ingestão de água e alimentos contaminados por 

oocisto esporulados.  

Durante a replicação sexuada, as formas evolutivas alcançam e infectam 

as células do epitélio intestinal do hospedeiro definitivo, sofrem alterações 

metabólicas e assumem distintos estágios na forma de esquizonte por meio de 

um processo de replicação haplóide (esquizogonia). Na continuação, ocorre a 

diferenciação em macrogameta e microgameta por meio da gametogênese, que 

finalmente se fundem para formar um zigoto que dará origem ao oocisto não 
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esporulado (Figura 6b.3) (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; FERGUSON et al., 

1974; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). Após a infecção primária, os 

felinos eliminam milhões de oocistos não esporulados que perdura por cerca de 

duas a três semanas cessando a eliminação (DAVIS; DUBEY, 1995; DUBEY, 

1995). 

A fase ambiental (Figura 6b) se caracteriza pela contaminação do solo, da 

água ou de alimentos por oocistos (DABRITZ; CONRAD, 2010; TORREY; 

YOLKEN, 2013; WANG et al., 2014). Após a excreção dos oocistos não 

esporulados, ocorre o processo assexuado de esporulação influenciado por 

fatores ambientais, gerando os oocistos esporulados (Figura 6b.4) que quando 

ingeridos pelos hospedeiros intermediários (Figura 6c), ou até mesmo definitivo, 

alcançam a luz intestinal destes e se excistam, liberando os esporozoítos (Figura 

6c.5), que invadem os enterócitos, assumindo a forma evolutiva de taquizoítos 

(Figura 6c.6), alcançando a corrente sanguínea e dispersando-se por via 

leucogênica para os mais diversos tecidos (BLACK; BOOTHROYD, 2000). 

Nos tecidos-alvo, os taquizoítos penetram ativamente as células, 

formando o vacúolo parasitóforo e a partir daí o parasito pode seguir por 

diferentes vias dependendo competência imunológica do hospedeiro (BLACK; 

BOOTHROYD, 2000; DUBREMETZ, 1998; KIM; WEISS, 2004; MORISAKI; 

HEUSER; SIBLEY, 1995). Em quadros de imunossupressão do hospedeiro, T. 

gondii continuará na forma de taquizoíto infectando novas células o que pode 

desencadear quadros clínicos de toxoplasmose, devido à lesão tecidual 

associada à replicação e saída da célula parasitada (BLACK; BOOTHROYD, 

2000; DUBEY, 2010). 

Se o parasito encontra um hospedeiro imunocompetente, com resposta 

imune mediada por células produtoras de interferon-gama (IFN-γ), por exemplo, 

este se converte em bradizoítos (Figura 6c.7). Nesse estágio, o parasito forma 

cistos teciduais (Figura 6.c.8) que podem permanecer por longos períodos sem 

provocar estímulo imunológico significativo, lesão tecidual ou processo 

patológico (SULLIVAN; JEFFERS, 2012). 

Todavia, os cistos teciduais se rompem quando da ausência de uma 

resposta imune eficiente e liberam os bradizoítos (Figura 6c.9) que se 

reconvertem em taquizoítos e estes podem se multiplicar, disseminar e causar a 

toxoplasmose aguda, processo conhecido por reativação ou recrudescência. 
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Figura 6 - Ciclo, hospedeiros, formas evolutivas e transmissão de Toxoplasma 

gondii. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor baseado em Dubey (2010). Área em azul (a): Fase no hospedeiro 
definitivo (HD); 1: Multiplicação assexuada de taquizoítos nos enterócitos do HD; 1’: ciclo 
extraintestinal pode ocorrer pela penetração dos tecidos, encistamento e recrudescência; 2: Fase 
sexual, com formação do microgameta e macrogameta, seguida de fecundação e formação de 
oocistos não-esporulados; Área amarela (b): fase ambiental; 3: Oocisto não-esporulado 
eliminado juntamente as fezes do HD; 4: Oocisto esporulado; Área em vermelho (c): Fase no 

hospedeiro intermediário (HI); ⁕: Transmissão oral de oocisto esporulado; ‡: Transmissão oral 
de cisto tecidual; 5: Esporozoítos; 6: Taquizoíto penetrando e em vacúolo parasitóforo em uma 
célula hospedeira; 7: Conversão de taquizoíto para bradizoíto; 8: formação de cisto tecidual; 9: 
Bradizoítos; seta roxa: Transmissão transplacentária. 
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Desse modo, a conversão de taquizoítos em bradizoítos é a chave para o 

estabelecimento de uma infecção crônica, e o inverso pode provocar quadro 

patológico potencialmente fatal (SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010; 

SOETE et al., 1993; SULLIVAN; JEFFERS, 2012). 

T. gondii é transmitido entre seus hospedeiros de forma horizontal e/ou 

vertical (HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005). A forma horizontal consiste na 

ingestão de oocistos esporulados que contaminam alimentos e água (Figura 

6c,*) e pelo consumo de bradizoítos em cistos teciduais de hospedeiros 

infectados cronicamente (Figura 6c, ‡), este beneficiado pelo carnivorismo 

mantido pelos hospedeiros definitivo e por alguns hospedeiros intermediários 

(DUBEY, 1998).  

A transmissão transplacentária (Figura 6c, seta roxa) representa a 

passagem do agente dos tecidos maternos para os tecidos fetais (BUXTON et 

al., 2006). Em humanos, a infecção dos fetos provoca uma série de sequelas 

neurológicas e oftalmológicas, conduzindo ao abortamento (RORMAN et al., 

2006). Ela também está relacionada com a manutenção do agente em rebanhos 

animais resultando em quadros de alterações reprodutivas, com destaque para 

as criações de ovinos, caprinos e suínos (DUBEY, 2009a, 2009b; DUBEY et al., 

2011c; HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005; TENTER HECKEROTH; 

WEISS, 2000).  

Na literatura, há descrições da infecção por T. gondii em humanos por 

vias menos habituais como transplante de órgãos (HERMANNS et al., 2001; 

KHURANA; BATRA, 2016; ROBERT-GANGNEUX et al., 2018), transfusão de 

sangue (HALONEN et al., 2004) e acidentes laborais (WONG; REMINGTON, 

1993). 

 

2.5 Ciclo lítico de Toxoplasma gondii 

 

Após alcançar o organismo de um hospedeiro, T. gondii realiza uma 

estratégia de dispersão pelos tecidos desempenhada pelos taquizoítos, em um 

processo denominado de ciclo lítico (Figura 7) relacionado com a patogenia 

deste coccídio (BLACK; BOOTHROYD, 2000). 

Inicialmente, taquizoítos extracelulares deslizam sobre a superfície de 

uma célula hospedeira, reconhecendo e estabelecendo uma ligação firme com 
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a superfície celular (adesão) (PFAFF et al., 2005). Em seguida, penetram no 

citoplasma celular e forma o vacúolo parasitóforo por meio da invaginação da 

membrana plasmática da célula hospedeira (CARRUTHERS; BOOTHROYD, 

2007). Vários ciclos de replicação ocorrem dentro do compartimento vacuolar 

(proliferação) e após o consumo da maioria dos recursos da célula hospedeira, 

os taquizoítos saem da célula (egressão). Essas etapas dependem do tamanho 

da célula hospedeira, e uma vez que um vacúolo contenha 64-128 taquizoítos 

(>36 horas), eles saem, provocando o rompimento da célula hospedeira e 

seguem invadindo novas células (BLACK; BOOTHROYD, 2000; NISHI et al., 

2008).  

 

Figura 7 - Ciclo lítico de Toxoplasma gondii. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor, baseado em Black e Boothroyd (2000). NcH – núcleo da célula 
hospedeira; VP – vacúolo parasitóforo. 

 

Durante o curso da infecção, os parasitos extracelulares são incapazes 

de se multiplicar, são móveis e secretam expressiva quantidade de proteínas de 

organelas apicais; em oposição, os intracelulares se dividem, são imóveis e não 

secretam proteínas de organelas como as micronemas (BLADER et al., 2015). 

A transição entre essas condições, extra e intracelular é acompanhada por 
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mudanças drásticas na concentração de íons, disponibilidade de nutrientes, 

comportamento mitocondrial, produção protéica e expressão gênica (BRUNET 

et al., 2008; GAJI et al., 2011; OVCIARIKOVA et al., 2017; RADKE et al., 2001). 

A habilidade de sobreviver fora da célula hospedeira, se movimentar e depois 

invadir uma nova célula é crítico para o comportamento e a virulência de cepas 

de T. gondii (OVCIARIKOVA et al., 2017). 

 

2.5.1 Adesão 

 

Uma vez realizado o contato inicial, os parasitos secretam proteínas de 

micronemas (MICs) mediados pela liberação de Ca2+ intracelular. Muitas das 

MICs são secretadas como a TgMIC2 e uma proteína acessória (TgMIC2-

TgMIC2-AP), TgMIC4, TgMIC6, TgMIC1 e a TgAMA1. Essa última interage com 

proteínas de róptrias, enquanto que as TgMIC2 e o TgMIC6 se associam à 

aldolase, que são capazes de atuar junto da actina-miosina do glideossomo para 

o sucesso da invasão celular (CARRUTHERS; TOMLEY, 2008; ZHENG et al., 

2009). 

 

2.5.2 Invasão 

 

A invasão de células hospedeiras por T. gondii envolve uma sequência de 

eventos (Figura 8), controlados exclusivamente pelo parasito (invasão ativa) e 

não por mecanismos fagocíticos do hospedeiro, o que pode justificar o fato de 

qualquer célula nucleada ser uma potencial célula hospedeira (CARRUTHERS; 

BOOTHROYD, 2007). Os mecanismos de invasão executado por protozoários 

Apicomplexa são amplamente conservados, diferindo na escolha das células 

hospedeiras, dependendo do reconhecimento de receptores específicos na 

superfície celular (MITAL; WARD, 2008).  

Toxoplasma gondii reconhece os proteoglicanos genéricos presentes em 

todas as células nucleadas. O reconhecimento inicial da célula hospedeira é 

mediado por antígenos fixados na superfície do parasito, conhecidos como 

SAGs (Surface antigen), que reconhecem e se ligam aos glicanos do hospedeiro, 

formando o complexo inicial de reconhecimento (Figura 8).  
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Figura 8 - Mecanismo de invasão desenvolvido por Toxoplasma gondii 

 
Fonte: Black e Boothroyd (2000). 

 

Após a adesão, intermediada pelas MICs, o parasito secreta as RONs que 

são proteínas presentes na região afilada ou “pescoço” das róptrias. A ação 

conjunta das RONs (TgRON2, 4, 5 e 8) com a TgAMA1 estabelece um ponto de 

contato justo entre o parasito e a membrana plasmática do hospedeiro, 

conhecido como junção em movimento (JM), visto que a integração dessas 

proteínas interage com o glideossomo, gerando remodelação dos filamentos de 

actina-miosina do parasito (ALEXANDER et al., 2005; BLADER et al., 2015; 

BOUCHER; BOSCH, 2015; FRENAL et al., 2010; GIOVANNINI et al., 2011).  

Nesse estágio, T. gondii movimenta-se ativamente, projetando-se para o 

interior da célula e gerando uma invaginação na membrana plasmática da célula, 

atravessa a JM e forma o vacúolo parasitóforo. Ao mesmo tempo, classes de 

ROPs são injetadas no citosol da célula hospedeira para atuarem de maneiras 

variadas: estabilidade do vacúolo parasitóforo recém-formado, inativação de 

mecanismos apoptóticos, resistência à imunidade inata, gerando alterações 

funcionais nesta célula (BLACK; BOOTHROYD, 2000; SHARMA; CHITNIS, 

2013). Diferentes proteínas de róptrias (ROP5, ROP18, ROP16, ROP17) foram 

relacionadas como influenciadoras da virulência de T. gondii, participando 

ativamente dos processos de infectividade (BOOTHROYD; DUBREMETZ, 2008; 

DUBREMETZ, LEBRUN, 2012; HÅKANSSON; CHARRON; SIBLEY, 2001; 

SHWAB et al., 2016). 

A ROP18, considerada a proteína mais importante na virulência de T. 

gondii, é uma serino-treonina quinase que se liga à superfície externa do vacúolo 

parasitóforo, fosforilando enzimas hidrolíticas (IRGs da família das GTPases) 
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que atuam danificando o vacúolo parasitóforo e inviabilizando a continuidade do 

ciclo lítico do parasito. Quando fosforiladas, as IRGs perdem a habilidade de 

degradação vacuolar e o parasito permanece preservado e multiplicando-se 

(KHAN et al., 2009). A ação da ROP18 é potencializada pela ROP5, que é uma 

pseudoquinase (BEHNKE et al., 2015; FOX et al., 2016), logo, a combinação de 

alelos dessas proteínas polimórficas é considerada um importante preditivo da 

virulência de cepas típicas e atípicas de T. gondii (SHWAB et al., 2016; RÊGO 

et al., 2017). Mesmo na ausência de ROP18, alelos específicos de ROP5 podem 

reduzir a produção de IFN-γ induzida pelas IRGs (NIEDELMAN et al., 2012), ao 

passo que, a inativação das IRGs por ROP18 é dependente da expressão de 

alelos virulentos de ROP5 (BEHNKE et al, 2015). Uma outra proteína, a ROP17, 

tem sido relacionada como fator de virulência por agir sinergicamente a ROP18, 

evitando o recrutamento de IRG para o vacúolo parasitóforo, protegendo assim 

o parasito da ação em macrófagos ativados por INF-γ (ETHERIDGE et al., 2014). 

Por fim, a ROP16, que diferente das outas quinases, age na manipulação 

transcricional, fosforilando as vias STAT3/6, que culmina na redução da resposta 

Th1, por controle da produção de citocinas pró-inflamatórias (BUTCHER et al., 

2011). 

A invasão e a motilidade pelos tecidos compõem ações fundamentais 

para a infecção de barreiras biológicas, como o epitélio intestinal, a barreira 

hematoencefálica ou a placenta (BARRAGAN; SIBLEY, 2002; MITAL; WARD, 

2008). Portanto, além de invadir as células circulantes, a motilidade ativa do 

parasito também pode fornecer um meio efetivo de disseminação (SAEIJ; 

BOYLE; BOOTHROYD, 2005).  

 

2.5.3 Proliferação 

 

Após a invasão, os taquizoítos de T. gondii instauram a replicação por 

endodiogenia, onde uma célula-mãe gera, ao final do processo assexuado, duas 

células filhas (Figura 9) (BLACK; BOOTHROYD, 2000; RADKE et al., 2001).  

A carga parasitária de T. gondii é um importante para a patogênese deste 

parasito em camundongos, relacionado à superestimulação do sistema imune, 

conduzindo a altos níveis de citocinas Th1 que aumentam a apoptose e 
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produzem danos orgânicos (MORDUE et al., 2001; SAEIJ; BOYLE; 

BOOTHROYD, 2005; SARAF et al., 2017). 

 

Figura 9 - Esquema simplificado da divisão por endodiogenia de Toxoplasma 

gondii. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor com base em Blader et al. (2015) e Black e Boothroyd (2000). Cn: 
conóide; Rp: róptrias; Nu: núcleo; Ap: apicoplasto; Mit: mitocôndria; Nap: novos complexos 
apicais; CIM: complexo interno da membrana 

 

Estudo de imunomarcação de organelas durante o processo de replicação 

de taquizoítos, desenvolvido por Nishi et al. (2008) revelaram que inicialmente 

há distensão do apicoplasto e do Complexo de Golgi e divisão do centrômero. 

Ocorre então, o aparecimento de duas membranas peliculares que começam a 

se formar a partir do centro da célula primária e definem as secundárias dentro 

do citoplasma em pontos que se assemelham a um conóide rudimentar e um 

centro organizador de microtúbulos. À medida que o complexo da membrana 

interna se estende, a célula-mãe se torna mais esférica e as róptrias e 

micronemas são formadas nos dois polos anteriores das células filhas em 

crescimento. 

O material genético nuclear é duplicado e a cromatina se distribui para 

ambos os polos do fuso intranuclear e se cliva mantendo intacto o envelope 

nuclear, assim como o apicoplasto. A mitocôndria única da célula mãe, reparte-

se entre as filhas, sendo a última organela a ser agregada. Cada célula 

descendente matura-se até que o citoplasma e todo conteúdo seja dividido 

(BLACK; BOOTHROYD, 2000; HU, 2008; SHEFFIELD; MELTON, 1968; SOUZA 

et al., 2010). 

Taquizoítos de T. gondii possuem genoma haplóide (1N) assim como 

outros eucariotos. Na fase S do ciclo celular ocorre a replicação do DNA 

cromossômico, seguido da mitose e citocinese (fase M). Em T. gondii, a fase G2, 
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e consequentemente seu check-in point, parece ser inexistente ou é curta, 

enquanto a fase G1 é mais expressiva. Dessa forma, a progressão do ciclo 

celular de T. gondii é caracterizada por três diferentes momentos, considerado 

assim um ciclo trifásico: a fase G1, onde é mantido o metabolismo normal e há 

duplicação de organelas e as fases S e M que promovem a replicação do DNA, 

mantendo ativo o citoesqueleto e genes de organelas relacionadas com a 

invasão e clivagem celular propriamente dita (BLADER et al., 2015; RADKE et 

al., 2001). 

O tempo relativo às principais fases do ciclo celular de T. gondii foi 

estimado por Radke e White (1998), revelando a duração da fase S em cerca de 

2h e a de G2+M menor que 1h e a de G1 de aproximadamente 4h, totalizando 

7h para que o parasito possa completar o ciclo celular. Ao longo do cultivo in vitro 

observa-se o crescimento exponencial no quantitativo de parasitos com o passar 

do tempo (Figura 10).  

 

Figura 10 - Multiplicação in vitro de Toxoplasma gondii (cepa ME49) em 

diferentes horas após infecção. 

 
Fonte: O autor. Microfotografia de cultivo da cepa ME49 de Toxoplasma gondii em células da 
linhagem MARC-145 imunomarcada com anticorpo primário (IgG de camundongo anti- T. gondii) 
e anticorpo secundário (IgG de coelho anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor® 
594, vermelho). 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) foi utilizado para marcar moléculas de DNA; 
as estruturas de coloração azul intenso representam o núcleo da célula hospedeira. Imagens 
capturadas no laboratório SALUVET, Madrid, Espanha. 
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2.5.4 Egressão 

 

O fato de T. gondii manter o citoesqueleto e organelas intactas durante a 

maior parte da endodiogenia favorece a capacidade de imediatamente realizar a 

saída da célula infectada e invadir uma nova célula, mantendo uma maior 

eficiência da infecção (BLACK; BOOTHROYD, 2000). 

A egressão consiste no evento de saída dos taquizoítos de um vacúolo 

maduro, bem como a transição de uma forma intracelular imóvel para uma forma 

extracelular móvel. Esse evento compartilha muitos mecanismos com o aspecto 

de invasão do ciclo lítico envolvendo liberação de Ca2+ intracelular, 

movimentação de deslizamento e secreção de micronema. Todavia, na saída da 

célula não há participação das ROPs ou RONs (EIDELL; BURKE; GUBBELS, 

2010). 

 

2.6 Encistamento e manutenção da forma latente 

 

A interconversão taquizoíto-bradizoíto além de beneficiar a dispersão do 

parasito entre hospedeiros por meio do carnivorismo, é a chave para o 

estabelecimento da infecção crônica ou do aparecimento de sinais clínicos 

agudos após a recrudescência. O encistamento no tecido dos hospedeiros 

compromete a virulência e a patogenicidade do parasito (DUBEY, 2010; LYONS; 

MCLEOD; ROBERTS, 2002; SULLIVAN; JEFFERS, 2012). 

Em indivíduos infectados, os cistos são mais frequentes nos tecidos 

nervoso, muscular esquelético e cardíaco. No entanto, os cistos também podem 

ser detectados em órgãos viscerais, incluindo os pulmões, fígado, rins e até na 

medula óssea (WEISS; KIM, 2000). A permanência de cistos em tecidos de 

hospedeiros infectados com T. gondii é variável, e acredita-se que podem 

permanecer por anos em condições dependentes da resposta imune do 

hospedeiro. Portanto, em imunocompetentes, a presença desses cistos não 

provoca lesões, mas representa um risco futuro (LYONS; MCLEOD; ROBERTS, 

2002; SULLIVAN; JEFFERS, 2012), de forma que a persistência ou a reativação 

de bradizoítos encistados são as principais causas do aparecimento de 

toxoplasmose em humanos (KIM; WEISS, 2004). 
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Taquizoítos convertem-se em bradizoítos (encistamento) em resposta a 

uma grande variedade de estímulos estressantes ou imunológicos do 

hospedeiro, e o inverso ocorre (reativação) quando esse estímulo é eliminado ou 

em prejuízo da função imunológica (SULLIVAN; JEFFERS, 2012). Fatores 

imunológicos produzidos em resposta à infecção por T. gondii como IFN-γ, fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α) e óxido nítrico (NO) são associados à 

cistogênese (SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010; TAKACS; SWIERZY; 

LUDER, 2012). No entanto, as condições que levam à imunodeficiência de 

humanos e animais, como o tratamento com agentes imunossupressores e 

quimioterápicos (CANER et al., 2008; CONG et al., 2015), a imunomodulação 

gestacional (ROBERT-GANGNEUX et al., 2011; VIDIĆ et al., 2007; WALLON et 

al., 2013), ou infecções por agentes que provoquem dano direto ao sistema 

imunológico  (BASAVARAJU, 2016; PEREIRA-CHIOCCOLA; VIDAL; SU, 2009) 

estimulam a reativação desses cistos. A espécie do hospedeiro intermediário 

também pode afetar a capacidade de diferenciação ou de persistência dos cistos 

teciduais. Bovinos e búfalos apresentam resistência à manutenção da infecção, 

enquanto que suínos, ovinos e caprinos destacam-se como espécies produtivas 

suscetíveis a T. gondii, associada a alterações reprodutivas, motivados 

principalmente pelo recrudescimento da infecção (DUBEY, 2010). 

Os controles moleculares da interconversão entre fases evolutivas de T. 

gondii está ligada à resposta ao estresse. Um desses mecanismos descritos 

envolve o controle translacional pela fosforilação da subunidade α do Factor de 

Iniciação Eucariótico-2 (TgIF2α), mediada por quinases ativadas por estresse 

(conhecidas como TgIF2Ks). O TgIF2α, abundante em bradizoítos, quando 

fosforilado reprime a tradução global, permitindo a tradução preferencial de um 

subconjunto de mRNAs que codificam fatores responsivos ao estresse 

(SULLIVAN Jr. et al., 2014) (Figura 11A). Adicionalmente, mecanismos 

epigenéticos têm sido associados à conversão taquizoíto-bradizoíto, a exemplo 

da acetilação de histonas que contribui para a reestruturação da cromatina 

criando um ambiente mais propício para a expressão gênica de genes 

promotores específicos de taquizoítos ou de bradizoítos (Figura 11B) 

(SAKSOUK et al., 2005; SULLIVAN; JEFFERS, 2012; VANAGAS et al., 2012). 

Em condições de cultura in vitro, diferentes estímulos estressantes de 

taquizoítos promovem a formação de cistos de T. gondii e a diferenciação em 
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bradizoítos, a saber: o óxido nítrico exógeno (NO) (BOHNE; HEESEMANN; 

GROSS, 1994), arsenito de sódio, choque térmico, pH alcalino (pH=8,0) 

(SOETE; CAMUS; DUBRAMETZ, 1994), privação de arginina (FOX; GIGLEY; 

BZIK, 2004), depleção de pirimidina em parasitos deficientes em uracilo 

fosforibosiltransferase com baixo CO2 (BOHNE; ROOS, 1997) e, mais 

recentemente, estímulos que causam estresse no retículo endoplasmático 

(NARASIMHAN et al., 2008) ou que interferem na saída induzida por Ca2 

(NAGAMUNE et al., 2008a, 2008b). 

 

Figura 11- Mecanismos envolvidos com a conversão taquizoíto-bradizoíto de 

Toxoplasma gondii: ação da TgIF2α (A) e acetilação de histonas (B). 

 

Fonte: Elaborada pelo autor com base em Sullivan e Jeffers (2012). A fosforilação de TgIF2α,  
dependente da quinase TgIF2K, molda a tradução de mRNA associados a estítulos estressantes 
(A). A acetilação de histonas afrouxa a cromatina disponibilizando genes para a transcrição 
(barra em azul) dependendo se a condição é não-estressante (genes específicos de taquizoítos) 
ou estressante (genes específicos de bradizoítos), enquanto que a desacetilação inibe a 
expressão desses genes (barra em vermelho). 
 

A presença das glicoproteínas na parede cística permite o estabelecimento 

de marcadores de encistamento in vitro a partir da ligação estável com lectinas. 

Cistos de T. gondii foram identificados a partir do emprego de concanavalina A, 

que possui especificidade para resíduos de D-manose ou D-glicose; aglutinina 

germinativa de trigo, com especificidade para resíduos de N-acetil-D-
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glucosamina; aglutinina de soja, ligando-se a resíduos de N-acetil-D-

galactosamina (SETHI et al., 1977) e a aglutinina da leguminosa Dolichos biflorus 

(Figura 12), com especificidade para acoplar numa glicoproteína de 116-kDa 

chamada de CST1 (ZHANG et al., 2001). 

 

Figura 12 - Marcação para identificação da parede de cisto de Toxoplasma 

gondii por aglutinina de Dolichos biflorus-FITC. 

 

 
 

Fonte: O autor. Cepa ME49 induzida para conversão taquizoíto-bradizoíto por estresse alcalino 
(pH 8.2) por 4 dias. (A) 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) intercalado a moléculas de DNA; 
estrutura abaixo da formação arredondada de coloração azul intenso representa o núcleo da 
célula hospedeira; estrutura arredondada, coloração azul atenuado representa formação cística 
do T. gondii. (B) Marcação com anticorpo primário (IgG de camundongo anti- T. gondii) e 
anticorpo secundário (IgG de coelho anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor® 594, 
vermelho), confirma a infeção T. gondii na célula hospedeira. (C) Marcação por lectina de 
Dolichos biflorus conjugada com FITC, confirma a conversão in vitro do agente por marcação de 
glicoproteínas de cisto. Imagens capturadas no laboratório SALUVET, Madrid, Espanha. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar fenotipicamente, sob o aspecto da infectividade in vitro e 

indução da cistogênese, isolados típicos e recombinantes de Toxoplasma gondii 

obtidos de tecidos de animais de produção.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Avaliar as diferenças no perfil fenotípico in vitro de cepas de T. gondii de 

mesmo genótipo (tipo II), isolados de abortos de pequenos ruminantes do Brasil 

e Espanha; 

 

Comparar a capacidade de conversão induzida in vitro de taquizoíto para 

bradizoíto em cepas de genótipo recombinantes I/III (#114) e I/II/III (#277) de T. 

gondii de galinhas e suínos do Estado de Alagoas, Brasil; 

 

Relacionar os achados da caracterização fenotípica in vitro (invasão e 

proliferação) com marcadores genéticos de virulência (ROP5, ROP18, RIO16, 

ROP17) em cepa de genótipo recombinante de T. gondii, isolados de galinhas e 

suínos do Estado de Alagoas, Brasil. 
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Toxoplasma gondii do tipo II variante (#3) apresenta fenótipo de infectividade 

diferente de cepas do tipo II clássico (#1) 

 

Resumo: O ciclo lítico de T. gondii (adesão, invasão, proliferação e egressão) e 

a habilidade de converter-se em bradizoítos encistados representam etapas-

chave para o sucesso do processo de infecção e gravidade da patogênese da 

toxoplasmose. Nesse estudo objetivou-se caracterizar cepas de T. gondii do 

genótipo tipo II clássica e variante, quanto à capacidade de invasão, proliferação 

e encistamento. As cepas previamente isoladas em surtos de abortamento de 

pequenos ruminantes no Brasil (TgGtBrAL01 e TgGtBrAL02; #1 ToxoDB), na 

Espanha (TgShSp1; #3 ToxoDB) e a cepa ME49 (cepa referência) foram 

submetidas às provas de caracterização fenotípica utilizando um modelo in vitro. 

As quatro cepas avaliadas mostraram maior taxa de penetração nas células 

hospedeiras entre 2 e 6 hpi (InvP6h). Não houve diferença marcante no padrão 

fenotípico entre as cepas ME49, TgGtBrAL01 e TgGtBrAL02, entretanto a cepa 

TgShSp01 apresentou um fenótipo distinto: menor capacidade de invasão, baixa 

proliferação e elevada taxa de encistamento. Conclui-se que cepas do tipo II 

variante possuem comportamento biológico heterogêneo em relação tipo II 

clássico. 

 

Palavras-chaves: Toxoplasmose, ciclo lítico, modelo in vitro. 

 

1. Introdução 

Toxoplasma gondii é um parasito eurixeno, capaz de infectar virtualmente 

todos os animais de sangue quente. É o agente etiológico da toxoplasmose, 

enfermidade de caráter zoonótico, amplamente difundida no mundo [1].  

Em pequenos ruminantes, a toxoplasmose caracteriza-se principalmente 

por alterações reprodutivas (reabsorção embrionária, repetição de cio, 

abortamento, nascimento de filhotes congenitamente infectados sintomáticos ou 

assintomáticos), levando a prejuízos econômicos significativos na cadeia 

produtiva [2]. A infecção pode se apresentar na forma subclínica crônica, 

configurando a manifestação mais comum, na forma branda oligossintomática 

ou até na forma fatal, com diferentes variáveis que podem interferir nessa 

evolução [3,4]. Fatores associados ao hospedeiro, ao ambiente e ao agente têm 
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sido propostos como cruciais no desenvolvimento dessas formas clínicas [5], a 

exemplo da virulência do parasito [6]. 

O padrão para avaliar a virulência de T. gondii é determinar a dose letal 

50 (DL50) no modelo murino, utilizando como principais critérios a taxa de 

infecção, taxa de mortalidade, carga parasitária e o tempo de sobrevivência dos 

camundongos infectados [7]. Já é sabido que a infecção por cepas clonais de T. 

gondii do tipo I (DL100 ~1 taquizoíto) são geralmente fatais em camundongos 

(cepa hipervirulenta), enquanto que as infecções por cepas do tipo II (DL50 ~103) 

e III (DL50 ~105) produzem infecções que  podem ser controladas (cepas hipo 

ou avirulentas) [8,9].  

No Brasil, a diversidade genética de isolados de T. gondii em pequenos 

ruminantes é alta [10], enquanto que a presença de linhagens clonais clássicas 

como a do tipo II, é rara [11]. Cepas dessa linhagem são predominantes em 

infecções de pacientes humanos imunocomprometidos (infecções pelo HIV), na 

toxoplasmose congênita e na ocular [12], sendo relatada com constância na 

África, Europa e América do Norte [13]. Linhagem clonal tipo II já foi relatada em 

quadros de abortamentos por toxoplasmose em ovinos no Reino Unido, Itália 

[14,15] e, mais recentemente, na Espanha [16], resultando no isolamento da 

cepa TgShSp1, que demostrou ser avirulenta. Em abortamentos caprinos, o 

genótipo tipo II foi descrito pela primeira vez no Brasil por Oliveira et al. [17], 

sendo isoladas as cepas TgGtBrAL01 e TgGtBrAL02, que demonstraram um 

fenótipo intermediário de virulência. 

Etapas do ciclo lítico, como invasão e proliferação intracelular [18–20], 

além da habilidade de converter-se em bradizoítos encistados como mecanismo 

de escape imunológico [21,22] são a chave para a compreensão da virulência e 

da patogênese de Toxoplasmatíneos. Essas características biológicas são 

avaliadas com sucesso no modelo in vitro, uma vez que esses mecanismos são 

expressos fenotipicamente no curso da infecção da célula cultivada [19,23,24]. 

O objetivo deste estudo foi caracterizar fenotipicamente cepas de T. gondii 

de genótipo tipo II clássico e variante, isoladas de fetos de pequenos ruminantes 

abortados, quanto à capacidade de invasão parasitária, proliferação intracelular 

e encistamento induzido. 
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2. Material e Métodos 

2.1.  Seleção das cepas de T. gondii, manutenção e cultura celular 

Foram avaliadas três cepas de T. gondii previamente isoladas de tecidos 

fetais de caprinos e ovino, provenientes de surtos de abortamento que ocorreram 

no Brasil (TgGtBrAL01 e TgGtBrAL02) e na Espanha (TgShSp1). Os dados 

sobre a identificação dos isolados, hospedeiro, número de passagem em cultura 

celular e origem geográfica estão na tabela 1. A cepa ME49 foi incluída como 

referência. A genotipagem classificou os isolados TgGtBrAL01 e TgGtBrAL02 

como genótipo #1 (ToxoDB), considerado tipo II clássico, enquanto o isolado 

espanhol foi caracterizado como genótipo #3 (ToxoDB), tipo II variante.  

 

Tabela 1 - Informações sobre as cepas de Toxoplasma gondii de genótipo tipo 

II clássicos e variante isolados de tecidos fetais de pequenos ruminantes. 

Cepas Animal 
Passagens 

in vitro b 
País ToxoDB Referência 

TgGtBrAL01 Caprino 6-13 Brasil #1 De Oliveira et al. [17] 

TgGtBrAL02 Caprino 3-9Rc Brasil #1 De Oliveira et al. [17] 

TgShSp1 Ovino 5-12 Espanha #3 Sánchez-Sánchez et al. [16] 

ME49a Ovino 4-11d EUA #1 Cepa de referência 

a Cepa referência; b Intervalo do número de passagens utilizadas nos experimentos desse 
estudo; c Número de passagem após reisolamento em cultivo celular a partir de camundongo, 
por suspeita de contaminação por Mycoplasma; d Número de passagens após descongelamento 
da cepa mantida no SALUVET, Madrid, Espanha. 
 

 

Linhagens celulares de MARC-145 e Human Foreskin Fibroblast (HFF) 

foram mantidas de acordo com Regidor-Cerrillo et al. [22]. Após 3 dias de 

infecção em cultivo de célula MARC-145, os taquizoítos das cepas de T. gondii 

foram observados e avaliados quanto à presença de vacúolos parasitóforos e 

formação de placas de lise. A purificação dos taquizoítos foi realizada quando a 

maioria dos vacúolos parasitóforos estavam preservados, através das colunas 

decartáveis PD-10 Desalting (G.E. Healthcare) [16]. A viabilidade das cepas foi 

determinada pelo teste de exclusão do Azul de Trypan [25]. Nos ensaios de 

invasão e proliferação foram utilizadas as células da linhagem HFF e para os 

ensaios de conversão taquizoíto-bradizoíto utilizou-se a MARC-145. 

Controle do cultivo celular contra contaminação por Mycoplasma spp. era 

realizado rotineiramente pelo teste de DAPI e pela PCR da cultura, utilizando um 
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Kit comercial. Uma das passagens de TgGtBrAL02, apresentou PCR positiva 

para Mycoplasma spp., apesar de não ser visualizado marcações fluorescentes 

indicativas de contaminação no teste de DAPI. Para sanar quaisquer dúvidas, 

optou-se pela reinoculação em modelo murino (foram realizadas duas 

passagens em camundongos, a primeira durou 9 dias e a segunda 7 dias), e 

reisolamento in vitro. Todas das outras cepas e passagens celulares foram 

negativas no teste DAPI e na PCR para Mycoplasma spp. 

 

2.2. Caracterização fenotípica in vitro 

As provas de caracterização de comportamento biológico in vitro 

utilizadas nesse estudo foram: ensaio de invasão parasitária, prova de 

proliferação intracelular e capacidade de conversão taquizoíto/bradizoíto.  

 

2.2.1. Ensaio de invasão parasitária 

A taxa de invasão parasitária nos tempos 2 hpi (InvP2h) e 6 hpi (InvP6h) 

foi determinada pela relação entre a média de eventos gerados por cada isolado 

e o número de taquizoítos inoculados em cada poço. A taxa total de invasão 

parasitária (InvPT) foi determinada com a média do número de eventos por poço 

nas culturas de 48 horas. Foram realizados em quadruplicatas, com dois ensaios 

independentes. O ensaio foi conduzido segundo metodologia descrita por 

Dellarupe [20], com modificações. 

Em três placas de 24 poços, semeou-se 2x105 células da linhagem celular 

HFF, incubadas por 24 horas a 37°C em estufa úmida, com saturação de 5% de 

CO2 para formação de monocamada com confluência de 80-90%. A estes 

cultivos, foram inoculados 5x102 taquizoítos purificados de cada isolado por 

poço, reincubando as culturas sob as condições já descritas. Duas horas pós 

infecção (InvP2h) uma placa foi lavada com solução salina fosfatada tamponada 

(PBS 1X) por três vezes, visando a remoção dos taquizoítos no meio 

extracelular. Esse procedimento foi repetido, em outra placa, as 6 hpi (InvP6h) e 

uma terceira placa foi mantida sem lavagens por 48 hpi (InvPT). 

Ao final de 48 horas de incubação, as placas (2, 6 e 48 hpi) foram fixadas 

por 10 minutos com paraformaldeído a 3% e glutaraldeído a 0,05%, boqueada 

durante 5 minutos com borohidreto de sódio (50mg/50mL) e, finalmente, 

submetidas à imunomarcação para permitir a visualização e contagem de todos 
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os eventos de invasão (vacúolos parasitóforos e placas de lise). A contagem foi 

realizada em microscópio de fluorescência invertido no aumento de 20x. 

 

2.2.2. Ensaio de proliferação intracelular  

A proliferação dos taquizoítos in vitro foi determinada pela quantificação 

do número de taquizoítos em distintos tempos (2; 12; 24; 48; 72 hpi) por PCR 

quantitativa (qPCR), similar ao procedimento proposto por Frey et al. [24]. Os 

ensaios foram realizados em quadruplicatas em 2 ensaios independentes.  

Em placas de 24 poços, células da linhagem HFF foram cultivadas na 

concentração 2,5x105 células/poço e mantidas em estufa úmida por 24 horas a 

37°C e 5% de CO2. Taquizoítos de T. gondii dos três distintos isolados estudados 

foram adicionados à monocamada celular, na concentração 2x103 

taquizoítos/poço e incubados nas condições já descritas. Após 2h da inoculação, 

os taquizoítos do meio extracelular foram retirados através de 3 lavagens com 

PBS 1X, sendo as culturas novamente incubadas. 

As placas referentes a cada um dos tempos avaliados (2; 12; 24; 48; 72 

hpi) eram retiradas da incubação e executou-se a lise das culturas para extração 

de DNA utilizando o kit comercial DNeasy® Blood and Tissue (Qiagen, USA), 

segundo recomendações do fabricante. As amostras de DNA extraídas foram 

armazenadas -80°C até realização da qPCR. Culturas de células HFF não 

infectadas foram utilizadas como controle negativo na análise por qPCR. 

Foram determinadas as curvas de proliferação, cinética de crescimento 

(fase lag e log do ciclo celular do parasito) e o doubling time (dT), tempo 

necessário para as cepas dobrarem sua população inicial de taquizoítos. 

 

2.2.3. Ensaio de conversão taquizoíto/bradizoíto 

Foi avaliada a capacidade de conversão taquizoíto-bradizoíto dos 

isolados in vitro por meio da alcalinização do pH do meio. Cada condição foi 

avaliada em quadruplicata e os experimentos foram realizados em dois ensaios 

independentes. A taxa de conversão total (ConvT) foi determinada pela 

contagem dos eventos. Enquanto que a taxa de conversão relativa (ConvR), foi 

obtida pela subtração da porcentagem de encistamento nas culturas com 

estímulo estressante (pH 8,0), da taxa de cisto nas culturas sem estresse (pH 

7,2). Exclusivamente para o isolado TgShSp1, dados de conversão 
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taquizoíto/bradizoíto foram importados do estudo realizado por Sanchéz-

Sanchéz et al. [16]. 

Cultura de células MARC-145 foram semeadas na concentração 5x104 

células/poço, em placas de 24 poços nas mesmas condições já descritas 

anteriormente. Taquizoítos purificados de T. gondii foram adicionados às 

culturas na concentração de 2x103 taquizoítos/poço e incubados com meio 

DMEM pH 7,2. Após 8h pós-inoculação, as culturas celulares foram lavadas 3 

vezes com PBS 1X e adicionou-se meio DMEM com pH 8.0. As culturas foram 

incubadas em estufa úmida a 37°C, na ausência de CO2, por 72 horas, tendo o 

meio trocado diariamente para manutenção do pH alcalino. Controles negativos 

da conversão compreendiam a incubação dos isolados com DMEM pH 7,2 a 

37°C em 5% de CO2. 

Todas as placas foram fixadas após as 72 hpi em condições descritas 

acima, e seguiu-se com a imunomarcação e contagem dos eventos (vacúolos 

parasitóforo, placas de lise ou cistos teciduais), sendo contados 100 eventos em 

cada poço. A contagem foi realizada em microscópio de fluorescência invertido, 

no aumento de 200x.  

 

2.3. Marcação por imunofluorescência  

A imunomarcação foi realizada para avaliar os ensaios de invasão 

parasitária e conversão taquizoíto-bradizoíto. Após a fixação, as células foram 

lavadas por 3 vezes com PBS e permeabilizadas utilizando uma solução de 

0,25% de Triton 100X em PBS e incubados por 30 minutos a 37°C. Seguiu-se 

com o bloqueio com PBS a 3% de BSA em condições de incubação similares a 

descrita; essa etapa evitou a autofluorescência ou ligações protéicas 

inespecíficas.  

A imunomarcação usada para o ensaio in vitro de invasão seguiu o protocolo 

descrito por Regidor-Cerrillo et al. [22] com modificações. Os parasitos foram 

marcados com soro de camundongo hiperimune anti-taquizoíto de Toxoplasma 

gondii na diluição 1:400. Esse soro era composto de um pool de amostras de 

animais infectados com a cepa ME49. Foi utilizado anticorpo caprino IgG anti-

IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor® 488 (diluição 1:250, cor verde; 

Life Technologies, EUA).  
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Para os ensaios de conversão taquizoítos-bradizoítos, as culturas foram 

duplamente marcadas. Para confirmar a formação de cistos (bradizoítos), 

utilizou-se lectina aglutinina de Dolichos biflorus - biotinilada (DBA) (diluição 

1:150; Vector Laboratories, EUA) e para marcar a presença de vacúolos 

parasitóforos ou placas de lise (taquizoítos) incubou-se soro de camundongo 

hiperimune anti-T. gondii (diluição 1:1600), seguido de IgG de caprino anti-IgG 

de camundongo conjugado com Alexa Fluor® 594 (diluição de 1: 250; Life 

Technologies, EUA). O DBA se excita quando submetido à luz UV, revelando 

fluorescência verde, enquanto Alexa Fluor® 594 apresenta fluorescência na cor 

vermelha, permitindo diferenciar os distintos eventos. 

Na continuidade, em ambos os ensaios, foi realizada nova lavagem (3 

vezes com PBS 1X), acompanhada de uma última marcação com DAPI 

(1:10.000) que se intercala com DNA e revela os núcleos celulares. Por fim, as 

placas foram lavadas com PBS 1X e mantidas com água destilada e 

armazenadas sob refrigeração até a leitura. 

 

2.4. PCR quantitativa 

O número de taquizoítos de T. gondii foi determinado pela interpolação do 

valor Ct (Cycle threshold value que representa o número de ciclo fractacional 

que reflete um resultado PCR positivo) sobre duas curvas padrões.  

Inicialmente, o DNA de T. gondii foi das amostras foi mensurado a partir 

da amplificação da região repetida de 529bp; os primers e o perfil térmico usado 

foram descritos por Edvinsson et al. [26]. Também foi executada a curva padrão 

composta pela quantificação de diferentes concentrações de DNA do parasito na 

base 10 (104 a 10-1 taquizoítos) nem uma solução de DNA genômico da célula 

cultivada (concentração de 20ng/μL). 

Para normalizar a quantificação dos parasitos em cada amostra, o gene 

endógeno β-actina foi empregado de acordo com o protocolo de Gutierrez et al. 

[27] e uma segunda curva padrão foi constituída com diferentes quantidades de 

DNA genômico da célula cultivada (320, 160, 80, 40, 20, 10, 5 e 2,5 ng de DNA). 

Os resultados foram expressos pela relação entre a quantidade de DNA do 

parasito e DNA da célula (R2 ≥ 0.99; valores slope variaram entre -3.42 a -3.27). 
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2.5. Análise estatística 

Foram empregados o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do 

teste de comparação múltipla de Dunn para investigar a diferença na taxa de 

infecção nas InvP2h, InvP6h e InvPT. Diferenças na frequência de detecção de 

DNA do parasito pelo qPCR foram avaliadas usando o X2 ou o teste exato de 

Fisher. O teste ANOVA two-way, seguido do teste de comparações múltiplas de 

Tukey, foram realizados para estudar a influência da cepa e a indução da 

conversão. A correção de Bonferroni foi usada para eliminar o erro associado à 

realização de comparações múltipla. Significância estatística foi estabelecida 

como p<0,05. O software GraphPad Prism 5 v.5.01 foi utilizado para realizar as 

análises. 

 

3. Resultados 

 

3.1. Taxa de invasão parasitária 

Todos os quatro isolados apresentaram maior taxa de entrada celular 

entre o intervalo de tempo de 2 a 6 horas pós-inoculação (hpi; InvP6h) do que 

no intervalo entre 0 a 2 hpi (InvP2h) (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Taxas de invasão parasitárias as 2h (IvnP2h) e as 6h (InvP6h) em 

relação a 48h (InvP48h) determinadas para as cepas de Toxoplasma gondii do 

genótipo tipo II (#1 e #3; ToxoDB) isolados de abortos de pequenos ruminantes 

no Brasil e na Espanha. 

 

Isolates  InvP2h (%)  InvP6h (%) 

ME49 33,0 47,4 

TgShSp01 14,6 30,4 

TgGtBrAL01 36,9 65,6 

TgGtBrAL02 25,7 60,8 

 

O isolado espanhol (TgShSp1) diferiu significativamente dos outros 

isolados na invasão parasitárias em InvP2h e InvP6h. Os genótipos TgGtBrAL01 

e TgGtBrAL02 foram mais eficientes na InvP6h que ME49 e TgShSp1. Não 

houve diferença entre os quatro isolados na invasão total a 48 hpi (InvPT) (Figura 

1). 
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Figura 1 - Eventos de invasão parasitária (IvnP2h, InvP6h, InvPT) determinadas 

para as cepas de Toxoplasma gondii do genótipo tipo II (#1 e #3; ToxoDB) 

isolados de abortos de pequenos ruminantes no Brasil e na Espanha. 

 

Box-plot representando as medianas, os quartis inferior e superior (caixas) e valores mínimos e 

máximos (barras) de invasão parasitária (InvP) avaliados in vitro às 2 hpi (InvP2h) (A), às 6hpi 

(InvP6h) (B) e às 48 hpi (InvPT) (C). Diferentes letras indicam diferenças significativas (p<0,05). 

 

Na contagem dos eventos (placas de lise e formação de vacúolo 

parasitóforo) na InvPT, houve uma diferença no padrão da infecção de TgShSp1 

(Figura 2), apresentando maior proporção de vacúolos parasitóforos do que 

placa de lise, em comparação aos demais isolados. 
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Figura 2 - Proporção na formação de vacúolos e placas de lise na InvPT das 

cepas de Toxoplasma gondii do genótipo tipo II (#1 e #3; ToxoDB) isolados de 

abortos de pequenos ruminantes no Brasil e na Espanha. 

 

* Diferenças significativas entre isolados (p<0,05). 

 

3.2. Ensaio de proliferação intracelular 

 

A observação das curvas de crescimento exponencial e da função 

logarítmica demonstraram eficácia e similaridade na proliferação dos isolados 

ME49, TgGtBrAL02 e TgGtBrAL01 e um padrão fenotípico diferente deste 

isolados em relação a TgShSp1, que apresentou a menor taxa de multiplicação 

in vitro (p<0,05) (Figura 3A e Figura 3B). 

A cinética se multiplicação mostrou não haver diferença no crescimento 

das cepas estudas na fase lag do ciclo de crescimento celular (p>0,05) (Figura 

3C). Durante a fase log, a cepa TgShSp1 teve menor média de crescimento as 

72hpi que os isolados do tipo II clássico, que não exibiram diferença entre si 

(Figura 3D) (p<0,05). 

 

* 
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Figura 3 - Curvas de crescimento exponencial (A), curva da função logarítmica 

(B), cinética de proliferação (C) e comparação das médias de crescimento 

populacional as 72 hpi das cepas de Toxoplasma gondii tipo II (#1 e #3; ToxoDB) 

isolados de abortos de pequenos ruminantes no Brasil e na Espanha. 

 

* Diferenças significativas entre isolados (p<0,05). 
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O isolado TgShSp1 também manifestou maior doubling time (dT=41,97) 

em relação a ME49 (dT= 18,65), TgGtBrAL01 (dT= 19,62) e TgGtBrAL02 (dT= 

16,08) (Figura 4). 

 

Figura 4 - Médias dos valores de doubling time (dT) determinado na proliferação 

in vitro das cepas de Toxoplasma gondii tipo II (#1 e #3; ToxoDB) isolados de 

abortos de pequenos ruminantes no Brasil e na Espanha. 

 

* Diferenças significativas entre isolados (p<0,05). 

 

3.3. Ensaio de conversão taquizoíto/bradizoíto 

 

Todas as cepas apresentaram resposta positiva ao estresse exógeno 

gerado pelo pH alcalino do meio. A cepa TgShSp1 apresentou maiores ConvT 

(55,2%) e ConvR (42,3%) (p<0.05) quando comparada com as cepas ME49 

(ConvT: 33,4%; ConvR: 30,9%), TgGtBrAL01 (30,5%; 27,5%) e TgGtBrAL01 

(39,7%; 35,7%). 
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Ao comparar cada evento gerado durante a indução ao estresse (Figura 

6), verificaram-se variações significativas entre os isolados. TgGtBrAL01 e 

TgGtBrAL02 diferiram no quantitativo de cistos formados (p<0,05), enquanto que 

TgShSp1 encistou-se em maior quantidade e gerou menor quantitativo de placas 

de lise (p<0,05). 

 

Figura 5 - Quantificação dos diferentes eventos (cistos, vacúolo parasitóforo e 

placas de lises) e mosaic plot das proporções destes eventos por isolados, 

resultantes da indução da cistogênese das cepas de Toxoplasma gondii tipo II 

(#1 e #3; ToxoDB) isolados de de abortos de pequenos ruminantes no Brasil e 

na Espanha. 

 

Diferenças entre letras indicam diferenças significativas entre isolados (p<0,05).  
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4. Discussão 

 

A toxoplasmose em caprinos e ovinos resulta em alterações reprodutivas 

e consequentemente em perdas econômicas [28,29]. O parasito tem sido isolado 

com frequência de fetos abortados e caracterizado geneticamente e, em alguns 

casos, a virulência em modelo murino é determinada [16,17, 30,31].  

Sibley e Ajioka [32] ao estudarem a estrutura populacional de cepas 

clonais de T. gondii determinaram uma marcada variação fenotípica na virulência 

e infectividade, apesar da baixa variabilidade genética. Considerando que o 

processo de invasão, de adaptação ao ambiente intracelular, proliferação e 

egressão constituem etapas do ciclo lítico de T. gondii e influenciam a virulência 

do agente [18,19], a compreensão de cada etapa desse ciclo permite entender 

as diferenças no curso da infecção determinada por diferentes cepas.  

Nessa investigação, avaliou-se as características fenotípicas associadas 

à infectividade (invasão e proliferação) e encistamento de cepas tipo II isolados 

de tecidos de fetos de caprinos e ovinos, em quadros de surto da toxoplasmose. 

Para realização dos ensaios, limitou-se o número de passagens das cepas visto 

que há evidências que longo período de manutenção em sistemas de cultivo 

celular ou bioensaio provoca alterações no comportamento biológico de T. 

gondii, podendo afetar a sua infectividade [7,33,34] e caracterizando um 

importante viés nas análises comparativas. Devido a cepa ME49 ser 

amplamente difundida e rotineiramente utilizada por laboratório que estudam T. 

gondii, o efeito adaptativo à cultura celular não foi notado nesse estudo uma vez 

que a análise do comportamento biológico dela foi similar às cepas de campo do 

tipo II clássico (TgGtBrAL01 e TgGtBrAL02). 

Isolados de T. gondii pertencentes ao haplogrupo II são considerados 

clássicos (#1; ToxoDB) quando apresentam padrão tipo II nos alelos examinados 

na RFLP-PCR, enquanto que as cepas variantes (#3; ToxoDB) apresentam uma 

modificação em um específico, o Apico que apresenta-se como alelo do genótipo 

I [35, 36]. O haplogrupo II variante é altamente frequente na Europa, África e 

América do Norte [37] e, apesar de diversas investigações se dedicarem a avaliar 

cepas tipo II (clássicas e variantes), as possíveis consequências dessa variação 

alélica não é um consenso [38-40].  
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As taxas de invasão determinadas nesse estudo demostram que as 

quatro cepas de T. gondii apresentam penetração celular no intervalo de 0 a 2 

hpi, porém a entrada expressiva dos parasitos nas células hospedeiras ocorreu 

entre os tempos de IvnP2h e IvnP6h para todos isolados. A invasão de células 

hospedeiras por taquizoítos de T. gondii envolve uma sequência encadeada de 

passos, sendo controlada exclusivamente pelo parasito de forma ativa e não por 

mecanismos fagocíticos do hospedeiro, o que pode justificar o fato de qualquer 

célula nucleada ser uma potencial célula hospedeira [7,18,19]. Estima-se que a 

penetração de T. gondii na membrana da célula hospedeira leva cerca de 15 

segundos para ocorrer [41], porém, dentro de uma população de parasitos a 

invasão pode ser assíncrona [42], e, numa condição in vitro, os parasitos 

necessitam de tempo de adaptação às condições fornecidas [43] para executar 

as etapas do ciclo lítico. 

Os isolados TgGtBrAL01 e TgGtBrAL02 (#1; ToxoDB) são de uma mesma 

cepa circulante obtida de dois fetos caprinos distintos em uma mesma 

propriedade na região nordeste do Brasil [17]. As duas cepas, curiosamente, 

diferiram significativamente apenas na formação de cistos no ensaio de 

conversão taquizoíto/bradizoíto, onde TgGtBrAL01 apresentou menor número 

de cistos em relação a TgGtBrAL02. Apesar de isoladas sob as mesmas 

condições, com iguais número de passagens durante o bioensaio em 

camundongos e isolamento in vitro, durante a rotina de manutenção de 

TgGtBrAL02 foi realizada dupla passagem em modelo murino e reisolamento em 

cultivo celular. A passagem de culturas de T. gondii em camundongos é a técnica 

recomendada para eliminar contaminações por Mycoplasma, quando não é 

possível a eliminação completa desta cultura [44]. No entanto, taquizoítos 

inoculados in vivo tornam-se mais virulentos, como foi verificado por Frenkel e 

Ambroise-Thomas [45]. Trinta e um isolados de T. gondii, originais da Costa 

Rica, foram inoculados em camundongos, destes, 28 estabeleceram uma 

infecção assintomática e 3 isolados se mostraram hipervirulentos. Porém, após 

algumas passagens, 7 dos 31 isolados manifestavam fenótipo de alta virulência, 

matando os animais. Diferentes taxas de formação de cistos entre isolados do 

tipo II, também foi descrito por Brenier-Pinchart et al. [46] ao estudarem o 

fenótipo de cepas isoladas de infecção em humano.  
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O isolado TgShSp1 (#3; ToxoDB) foi obtido de um surto de aborto ovino 

em um rebanho na província de Palencia, noroeste da Espanha [16]. Esta cepa 

comportou-se de forma distinta em todos os ensaios fenotípicos realizados em 

comparação às cepas brasileiras e a cepa de referência. TgShSp1 apresentou 

as menores taxas de invasão nos tempos 2 hpi e 6 hpi e, após 48 hpi, exibiu 

maior quantidade de vacúolos e reduzida formação de placas de lise, de forma 

que seu ciclo lítico durou um tempo maior que os demais. A formação de placas 

de lise é resultado da egressão, que consiste na saída dos taquizoítos de um 

vacúolo maduro para invadir novas células, iniciando um novo ciclo [47]. Se não 

há saída da célula, os vacúolos maduros tendem ao encistamento como resposta 

às condições do microambiente [48], situação encontrada no ensaio de 

conversão taquizoíto-bradizoíto, que mesmo em condições normais de cultivo 

(pH 7,2), TgShSp1 foi a cepa que apresentou o maior percentual de 

encistamento. Em condição estressante (pH 8,0), a cistogênese do isolado 

espanhol apresentou-se elevada (55,4%) [16]. No ensaio de proliferação, esse 

isolado destacou-se pela baixa multiplicação e pelo elevado dT (41,97 horas), o 

que indica uma capacidade lenta na multiplicação do taquizoíto intracelular em 

relação aos outros isolados estudados.  

Essas características denotam que TgShSp1 apresenta baixa 

infectividade in vitro, achado que corrobora com a virulência no modelo murino 

no experimento conduzido por Sanchéz- Sanchéz et al. [16], já que o isolado não 

provocou a morte de nenhum dos camundongos infectados com diferentes 

dosagens (105 a 101 taquizoítos/mL), considerado avirulento. Em contrapartida, 

ainda nesse mesmo estudo, a inoculação oral de ovelhas e camundongas com 

oocistos dessa cepa mostrou uma alta frequência de abortamento em ovelhas 

em relação aos roedores, o que sugere a influência do hospedeiro na 

patogênese de T. gondii. Esses achados reforçam a ideia de que não apenas as 

propriedades dos patógenos estão envolvidas na virulência, mas que há forte 

relação com a interação parasito-hospedeiro, e nesse sentindo, é difícil 

extrapolar a ação virulenta de cepas de T. gondii de modelos controlados para 

diferentes hospedeiros, caracterizando um limitante no emprego dessa técnica. 

Conclui-se, que no modelo in vitro de caracterização de infectividade e 

indução à latência, a cepa tipo II variante (TgSpSh01) apresentou um padrão 

fenotípico diferente das cepas tipo II clássica (ME49, TgGtBrAL01 e 
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TgGtBrAL02), sendo necessário identificar as relações genéticas ou 

epigenéticas de tais variações para melhor elucidação do comportamento 

heterogêneo entre as cepas do tipo II. 
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Diferenças entre e intragenótipos na cistogênese induzida de cepas 

recombinantes de Toxoplasma gondii isoladas de galinhas e suínos 

 

RESUMO 

Investigou-se a habilidade de dois isolados de galinhas (#114 e #277; ToxoDB) 

e três isolados de suínos (#114; ToxoDB) de genótipos recombinantes (I/II/III e 

I/III) de Toxoplasma gondii e cepas de referência da linhagem clonal (RH e 

ME49) de diferenciar do estágio proliferativo (taquizoítos) para o estágio latente 

(bradizoítos). Os isolados foram submetidos ao cultivo celular sob duas 

condições independentes: meio de cultivo com pH 7,0 (neutro, sem indução ao 

estresse) e pH 8,0 (alcalino, indutor de estresse). Após quatro dias, os cultivos 

foram fixados e os eventos resultantes da infecção e indução foram marcados. 

Os cistos de T. gondii foram marcados por uma lectina de Dolichos biflorus-FITC, 

ligante específico para parede de cistos, enquanto os taquizoítos livres ou em 

vacúolos foram marcados por um anticorpo policlonal anti-T. gondii seguido de 

anticorpo secundário conjugado ao Alexa 594. Foram demonstradas diferenças 

nas respostas de formação de cistos dos isolados de genótipos recombinantes 

em comparação aos genótipos típicos na resposta estressante exógena in vitro. 

A diferença entre isolados de genótipo I/III (#114) em relação à taxa de 

conversão e no padrão na produção de placas de lise indica que a extrapolação 

de características fenotípicas in vitro em parasitos de um mesmo genótipo deve 

ser cautelosa. 

 

PALAVRAS-CHAVES: encistamento, fenótipo, toxoplasmose 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Toxoplasma gondii, coccídio intracelular obrigatório atua como um dos 

agentes parasitários de maior êxito na infecção, manutenção e transmissão entre 

seus hospedeiros (Kim and Weiss, 2004; Tenter et al., 2000). A patogenicidade 

desse protozoário sustenta-se na capacidade de diferenciar entre estágios 

proliferativos e latentes durante o curso da infecção (Skariah et al., 2010). 

Quadros agudos ocorrem devido à rápida e expressiva multiplicação dos 

taquizoítos que resulta em lesão tecidual e o aparecimento de sinais clínicos da 
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toxoplasmose, enfermidade severa em indivíduos com sistema imunológico 

debilitado ou imaturo (Dubey, 2010; Edvinsson et al., 2009). Indivíduos 

imunocompetentes controlam a infecção por T. gondii, principalmente, por meio 

de uma resposta eficiente com ação de citocinas como INF-γ e TNF-α (Channon 

and Kasper, 1996), limitando a replicação do parasito e conduzindo a infecção 

para uma condição de cronicidade (Suzuki et al., 1989). 

Em quadros crônicos, os taquizoítos presentes nos vacúolos parasitóforos 

no meio intracelular sofrem mudanças estruturais, metabólicas e antigênicas 

diferenciando-se em estágios latentes e de replicação lenta denominados 

bradizoítos (Dubey et al., 1998). Nesse processo de encistamento, os bradizoítos 

secretam quitina e glicoproteínas que convertem a parede do vacúolo 

parasitóforo em um cisto de parede fina, elástica, resistente e relativamente não-

imunogênico (Sullivan and Jeffers, 2012).  

Bradizoítos encistados podem permanecer por um longo período no 

tecido dos hospedeiros, com a habilidade de se reconverter a taquizoítos quando 

o hospedeiro apresenta redução do status imunitário, por exemplo. Desse modo, 

a interconversão taquizoíto-bradizoíto além de beneficiar a dispersão do parasito 

entre hospedeiros por meio do carnivorismo, é importante para o 

estabelecimento da infecção crônica ou da recrudescência com aparecimento de 

um processo patológico agudo (Dubey, 2010; Lyons et al., 2002). A estratégia 

apresentada por Apicomplexa de permanência latente nos hospedeiros, é um 

paradoxo evolutivo, pois apesar do encistamento comprometer a virulência, esse 

processo beneficia a transmissão do agente entre hospedeiros (Sullivan Jr et al., 

2009).  

É possível analisar a conversão taquizoíto/bradizoíto de T. gondii por 

testes in vitro (Skariah et al., 2010) e diversos protocolos já foram descritos como 

eficientes para gerar estímulos estressantes para a cistogênese in vitro, como o 

uso do óxido nítrico exógeno (NO) (Bohne et al., 1994), arsenito de sódio, choque 

térmico, pH alcalino (Soete et al., 1994), privação de arginina (Fox et al., 2004) 

entre outros (Bohne and Roos, 1997; Nagamune et al., 2008b, 2008a; 

Narasimhan et al., 2008). 

T. gondii apresenta uma complexa estrutura populacional (Shwab et al., 

2014). Além das linhagens clássicas ou clonais (I, II, III), genótipos resultantes 

da recombinação entre essas linhagens têm sido reportados, principalmente no 
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Brasil (Ferreira et al., 2006; Khan et al. 2006; Pena et al., 2008). Cepas 

recombinantes foram descritas como responsáveis por quadros de 

toxoplasmose congênita (Ajzenberg et al., 2002), encefalite grave em 

imunossuprimidos (Carme et al., 2002; Genot et al., 2007) e por toxoplasmose 

ocular em humanos, com quadro clínico mais severo do que os provocados por 

linhagens clonais (Grigg et al. 2001). Entretanto, a compreensão de como essas 

recombinações afetam o fenótipo de cepas do parasito e, por consequência, a 

patogênese da toxoplasmose, tem sido pouco estudado, baseando-se, quase 

que exclusivamente, na virulência em modelo murino (Saraf et al., 2017).  

Objetivou-se nesse estudo avaliar a capacidade de cinco cepas 

recombinantes #114 (I/III) e uma cepa do genótipo #277 (I/II/III) de Toxoplasma 

gondii em converter-se de taquizoítos a bradizoítos por indução in vitro. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1 Caracterização dos isolados de T. gondii  

 

Foram avaliados cinco isolados de T. gondii obtidos de galinhas e suínos 

criados em sistema de subsistência, no estado de Alagoas, Brasil (dados não 

publicados). Adicionalmente, foram incluídos no estudo dois isolados de 

referência: a cepa RH (genótipo tipo I) e a cepa ME49 (genótipo tipo II). Todos 

os isolados foram submetidos a duas passagens em camundongos antes do 

experimento. Na tabela 1 encontra-se dados referentes a identificação e 

números de passagem em cultura celular dos isolados estudados.  

 

Tabela 1 - Informações sobre os isolados de Toxoplasma gondii utilizados no 

estudo: cepas recombinantes e típicas. 

Isolados Espécie animal Passagem in vitro a 

TgCkBrAL01 Galinha 9-17 
TgCkBrAL02 Galinha 7-15 
TgPigBrAL01 Suíno 7-18 
TgPigBrAL02 Suíno 8-18 
TgPigBrAL03 Suíno 7-19 

RH Humano 9-16a 
ME49 Ovino 7-14a 

a Número de passagens após descongelamento e reinoculação em 
camundongo. 
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A caracterização genotípica (dados não publicados) revelou que o isolado 

TgCkBrAL01 trata-se do genótipo recombinante (I/II/III) #277 (ToxoDB) e os 

isolados TgCkBrAL02, TgPigBrAL01, TgPigBrAL02, TgPigBrAL03 são genótipos 

(I/III) #114 (ToxoDB), cujas informações são apresentadas na figura 1. 

 

Figura 1 - Genotipagem por RFLP-PCR e análise filogenética das cepas típicas 

e recombinantes (#114 e #277) de Toxoplasma gondii (quadrados). 

 

 

 

2.1 Cultivo celular 

 

Os taquizoítos dos diferentes isolados foram mantidos em monocamadas 

de células epiteliais de rim de macaco verde africano da linhagem MARC-145. 

As células foram cultivadas em meio DMEM alta glicose com glutamina 2 mM e 

vermelho de fenol (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 

suplementado com 10% de soro equino (Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA), HEPES 5 mM (pH 7,2), além de uma mescla de penicilina 
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(100 U/ml), estreptomicina (100 mg/ml) e anfotericina B (Gibco, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EUA), técnica previamente descrita por Regidor-Cerrillo 

et al. (2011). A cultura de células foi realizada em frascos de cultura de 75 ou 25 

cm2 incubadas a 37°C com saturação de 5% de CO2. O Soro equino utilizado foi 

previamente inativado por calor (57°C por 30 minutos), esterilizado por filtração 

e submetido a reação de imunofluorescência indireta comprovando ausência de 

IgG anti- T. gondii e N. caninum. Controle do cultivo celular contra contaminação 

por Mycoplasma spp. era realizado rotineiramente pelo teste de DAPI e, na 

suspeita de contaminação, submetia o cultivo à PCR com metodologia descrita 

por Van Kuppeveld et al. (1992). Todas as culturas foram negativas para 

Mycoplasma spp. 

 

2.3 Ensaio de conversão taquizoíto-bradizoíto 

 

Células da linhagem MARC-145 foram semeadas na concentração de 

5x104 células/poço, em placas de 24 poços e incubadas por 24 horas a 37°C 

com saturação de 5% de CO2, para obtenção de confluência do tapete celular. 

Os taquizoítos foram purificados dos cultivos, três dias após a infecção 

quando apresentavam >80% de vacúolos parasitóforos preservados. As células 

infectadas foram raspadas e a suspensão foi passada repetidas vezes em agulha 

de 25G e purificados em coluna PD-10 (GE Healthcare, Healthcare, 

Buckinghamshire, Reino Unido). A concentração e a viabilidade dos taquizoítos 

foram determinadas pelo teste de exclusão de azul de Trypan por contagem em 

câmara de Neubauer. Todo procedimento de purificação foi realizado a 4°C e a 

inoculação das monocamadas de célula MARC-145 para os experimentos foram 

realizadas em até 1 hora do início da purificação. 

As culturas foram infectadas com 2x103 taquizoítos purificados de cada 

isolado estudado e 8 horas pós-inoculação (hpi) foram lavadas três vezes com 

PBS 1X para retirada dos taquizoítos extracelulares. Foram recultivados com 

meio DMEM com pH ajustado para 8,0. As placas foram incubadas em estufa 

37°C na ausência de CO2 e o meio foi trocado a cada 24h para garantir a 

manutenção do pH alcalino, gerando o estresse dos taquizoítos e induzindo a 

conversão a bradizoítos.  
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Quatro dias pós-infecção, os ensaios foram fixados com metanol a -20°C 

por 20 minutos e marcados por imunofluorescência para contagem dos eventos 

resultantes da infecção. Cada condição foi avaliada em quadruplicata e os 

experimentos foram realizados em dois ensaios independentes. Para controle 

negativo, cada isolado foi incubado em placas preparadas nas mesmas 

condições descritas, mas mantendo DMEM em pH 7,2 a 37°C em 5% de CO2, 

após as lavagens. 

 

2.3 Marcação por imunofluorescência  

 

Após a fixação, as células foram lavadas por três vezes com PBS e 

permeabilizadas utilizando uma solução de 0,25% de Triton 100X em PBS a 

0,3% de BSA e incubadas por 30 minutos a 37 °C. Seguiu-se com o bloqueio 

com PBS a 3% de BSA em condições de incubação similares às descritas para 

evitar a autofluorescência ou ligações protéicas inespecíficas.  

Posteriormente foi realizada uma dupla marcação: para confirmar a 

formação de cistos (bradizoítos) utilizou-se lectina aglutinina de Dolichos 

biflorus-biotinilada (DBA) (Vector Laboratories, EUA) e para os vacúolos 

parasitóforos ou placas de lise (taquizoítos) realizou-se incubação com 

anticorpos de camundongo anti-T. gondii (diluição 1:500; 1 hora a 37°C), seguida 

da adição de IgG de cabra anti-IgG de camundongo (H+L) conjugado com Alexa 

Fluor® 594 (diluição de 1: 250; 1 hora a 37°C; Life Technologies, Carlsbad, CA, 

EUA). O DBA quando excitado revela fluorescência verde e Alexa Fluor® 594 

demonstra fluorescência na cor vermelha, permitindo diferenciar os distintos 

eventos. Na sequência foi realizada nova lavagem (três vezes com PBS 1X), 

acompanhada de uma última marcação com DAPI (1:10.000) que se intercala 

com o DNA e revela os núcleos celulares. Por fim, as placas foram lavadas e 

mantidas com água destilada e armazenadas sob refrigeração. 

A leitura dos resultados de indução da conversão taquizoíto-bradizoíto foi 

feita em microscópio invertido de fluorescência onde se realizou a contagem total 

de 100 eventos por poço: formação de vacúolo parasitóforo, placas de lise ou 

cisto tecidual. 
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2.4 Análise estatística 

 

Foram empregados o teste paramétrico one-way ANOVA, seguido do 

teste de comparações de Turkey para avaliar a influência da indução da 

conversão no aparecimento do cisto, placas de lise ou vacúolos de cada isolado. 

O teste two-way ANOVA, seguido pelo teste de comparações múltiplas de 

Bonferroni foram empregados para avaliar a taxa de conversão entre isolados. 

Significância estatística foi estabelecida como p<0,05. O software GraphPad 

Prism 7 v.7.00 foi utilizado para realizar todas as análises estatísticas e 

ilustrações gráficas. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Cinco isolados de T. gondii obtidos de animais destinados ao consumo 

humano foram avaliados quanto à aptidão de responder a estímulos 

estressantes, assumindo uma condição de latência em cultura celular da 

linhagem MARC-145. Anteriormente, essa linhagem celular foi empregada para 

revelar características in vitro de isolados de Neospora caninum (Dellarupe et 

al., 2014; Regidor-Cerrillo et al., 2011) e Besnoitia besnoiti (Frey et al., 2016), 

demonstrando que a cultura in vitro representa um modelo adequado para o 

estudo de características fenotípicas de apicomplexas. 

Já está estabelecido que ocorrem mudanças nas características 

biológicas de cepas de T. gondii mantidas prolongadamente em cultura celular 

ou em modelo murino (Khan et al., 2009; Lindsay et al., 1991; Villard et al., 1997), 

de maneira que qualquer comparação de fenótipos entre os isolados de T. gondii 

deve ser realizada usando os estoques originais ou de baixa passagem (Saraf 

et al., 2017), ou realizar a reinoculação do isolado em um hospedeiro animal e 

realizar o reisolamento in vitro como sugerido por Dellarupe et al. (2014). Dessa 

forma, optou-se por realizar dupla passagem das cepas utilizadas nesse estudo 

em camundongos para diminuir o viés da adaptação dos isolados em cultivo 

celular.  

Empregou-se nesse estudo as cepas RH e ME49 como referências para 

auxiliar na comparação com isolados recombinantes. A cepa RH apresenta 

rápida proliferação em cultivo celular e é hipervirulenta no modelo murino (Sibley 
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and Boothroyd, 1992), enquanto que a cepa ME49 apresenta menor taxa de 

replicação, sendo considerada cistogênica in vivo e hipovirulenta no modelo 

murino (Saeij et al., 2005). Para enriquecer a análise foi incluída uma cepa 

referência do tipo III, uma vez que os isolados recombinantes expressam a 

maioria dos alelos analisados por RFPL do tipo III em combinação com tipo I 

(#144) ou com tipo I e II (#277).  

As galinhas são consideradas excelentes indicadores de contaminação 

ambiental para oocistos de T. gondii devido ao hábito de se alimentarem próximo 

ao solo e serem suscetíveis à infecção pelo parasito (Dubey et al., 2002). Em 

suínos, a toxoplasmose está relacionada com alterações reprodutivas e 

configura como um importante problema para a Saúde Pública (Dubey et al., 

2012; Miranda et al., 2015), uma vez que o consumo de embutidos, carnes in 

natura, preparações com cocção inadequada configuram vias que beneficiam a 

veiculação do parasito (Dias et al., 2005; Dubey, 2009). A manutenção do agente 

nos tecidos animais se dá pelo encistamento acompanhado de alteração da 

forma evolutiva de taquizoítos para bradizoítos (Dubey et al., 1998). Logo, a 

interconversão entre estágios proliferativos e estágios latentes de T. gondii é um 

evento crucial para a latência do parasito no hospedeiro sem gerar danos a este, 

podendo até ser transmitido ou produzir alterações patológicas (Lyons et al., 

2002; Tenter et al., 2000; Weiss and Kim, 2000).  

O estabelecimento de um modelo in vitro padronizado, proposto para esse 

estudo, permitiu comparar e diferenciar biologicamente isolados. A diferenciação 

de taquizoítos em bradizoítos a partir de estímulo estressante com meio de pH 

alcalino (8,0) dos isolados estudados foi obtido com êxito conforme demonstrado 

na Figura 2.  
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Figura 2 - Cisto de Toxoplasma gondii in vitro induzido por pH alcalino em cultura 

celular da linhagem MARC-145. 

 

Cultivo da cepa TgCkBrAL01 após indução do encistamento por meio alcalino. (A) Contraste de fase; (B) 
4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) foi utilizado para marcar moléculas de DNA; (C) Marcação com anticorpo 
primário (IgG de camundongo anti- T. gondii) e anticorpo secundário (IgG de coelho anti-IgG de 
camundongo conjugado com Alexa Fluor® 594, vermelho), seta representa um vacúolo parasitóforo (VP). 
(C) Marcação por lectina de Dolichos biflorus conjugada com FITC, confirma a conversão in vitro do agente 
por marcação de glicoproteínas de cisto, não há marcação do VP. 

 

As proporções da formação de vacúolos parasitóforos, placas de lise e 

cistos para os diferentes isolados estão demostradas na figura 3. Todos os 

isolados formaram de cistos nas culturas no meio com pH 7,0 (sem estresse) em 

baixo número, mostrando aumento significativo quando cultivados em meio com 

pH 8,0. Já é bem documentada que a indução por estresse exógeno altera o 

ciclo celular do parasito, conduzindo a uma condição de diferenciação de 

taquizoítos a bradizoítos (Skariah et al., 2010) e o uso de meio com pH alcalino 

(pH 8,0-8,2) tem sido um método altamente empregado para este fim (Lei et al., 

2005; Ricard et al., 1999; Soete et al., 1994, 1993). 



  

 
9

9
 

 
Figura 3 - Sunburst chart das proporções de vacúolos, placas de lises e cistos para cada cepa de Toxoplasma gondii com 

indução (meio com pH 8,0) e sem indução (meio com pH 7,0) do encistamento in vitro. 

 

V – vacúolos parasitóforos; PL – placa de lise; C - cisto 
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Ressalta-se que o pH alcalino não representa uma condição de estresse 

fisiológico, mas mimetiza o desencadeamento da conversão de estágio in vivo 

(Ferreira da Silva et al., 2009, 2008). Contudo, a conversão a bradizoíto 

encistado pode ser guiada por fatores fisiológicos que não sejam estresses 

exógenos, uma vez que os taquizoítos podem se converter espontaneamente 

em bradizoítos, como na baixa multiplicidade de infecção (MOI) e no recultivo 

sequencial de taquizoítos presente no sobrenadante de culturas infectadas 

também levam à formação de cistos (McHugh et al., 1993; Sullivan and Jeffers, 

2012). Outro fator que pode explicar o encistamento em culturas sem estresse 

exógeno é o uso de linhagens celulares com um número elevado de passagens 

na manutenção dos parasitos (Dubey et al., 1998). Nesse experimento, 

utilizamos a linhagem MARC-145 entre a 31ª e 36ª passagem. 

Comparando os diferentes eventos gerados entre os tratamentos (meio 

pH 7,0 e pH 8,0) (Figura 4), observa-se que a presença de vacúolos parasitóforos 

sofreu redução significativa, com exceção da cepa de referência RH, que 

demonstrou maior formação de vacúolos quando exposta ao meio de pH 

alcalino. As placas de lise foram reduzidas nos cultivos de meio de pH 8,0 de 

quase todos isolados, exceto para TgCkBrAL01 e TgPigBrAL03, não havendo 

diferença estatística.  

Observa-se uma relação indireta quanto aos resultados obtidos na 

indução à latência entre o aumento da formação de cistos com a formação de 

vacúolos (exceção da cepa RH) e o aparecimento de placas de lise. Soete et al. 

(1993) relataram que a interconversão não é um evento sincrônico no cultivo 

celular, apesar dos parasitos in vitro formarem uma população homogênea. Alia-

se o fato da transição entre taquizoítos e bradizoítos estar, assim como o ciclo 

lítico de T. gondii, acompanhado temporariamente por transcrição de genes 

dispersos no cromossomo do parasito (Radke et al., 2005), de modo que há uma 

desaceleração do ciclo celular provocado pela entrada no processo de 

conversão a bradizoítos (Gubbels et al., 2008; Radke et al., 2003). Essa redução 

do ciclo celular, possivelmente, contribui para a diminuição da proliferação, e 

também na formação de placas de lise, expressão da egressão que é a etapa 

final do ciclo lítico do parasito. Esse fenômeno foi reportado por Shimada, 

O'Connor, Yoneda (1974) ao avaliarem a relação entre destruição da 

monocamada de célula hospedeira e encistamento da cepa RH com 14 dias de 
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tratamento onde houve aumento da formação de cistos e diminuição drástica da 

lise celular.  

 

Figura 4 -  Quantitativo dos eventos (cistos, vacúolos e placas de lises) entre o 

cultivo sem indução (pH 7,0) e com indução (pH 8,0) da conversão taquizoíto-

bradizoíto das cepas típicas e recombinantes (#114 e #277) de Toxoplasma 

gondii. 

 

A – contagem de cistos; B – contagem de vacúolos; C – contagem de placas de lises. A diferença 
dos eventos entre tratamentos foi significativa para todos os isolados entre os tratamentos 
(p<0,05), exceto nos que apresentam asterisco ( * ). 

 

As taxas relativas de conversão (Figura 5) mostram que a cepa 

TgCkBrAL01 (55,1%) apresentou um maior percentual de encistamento, com 

diferença significativa em relação as outras cepas. O perfil fenotípico de alto 

encistamento demostrado por esse isolado garante a manutenção de formas 

viáveis do agente uma vez que fornece resistência à digestão, não inativação 

pela resposta imune do hospedeiro, ação medicamentosa, além disso facilita a 
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dispersão ambiental, aumentando assim a transmissão do parasito se o 

hospedeiro for consumido por um predador (Sullivan Jr. et al., 2009).  

 
Figura 5 - Taxa relativa de conversão taquizoíto-bradizoíto entre cepas típicas e 

recombinantes (#114 e #277) de Toxoplasma gondii, em porcentagem. 

 

 

As cepas de referências exibiram baixas taxas de conversão em relação 

aos isolados recombinantes com 25,3% para a cepa RH (menor entre todos os 

isolados) e 37,9% para a cepa ME49. Soete, Camus e Dubrametz (1994) 

relataram que a linhagem RH pode sofrer desenvolvimento parcial de bradizoíto 

in vitro sob condições similares aqui descritas, no entanto, geralmente acredita-

se que as cepas do tipo I sejam menos capazes de realizar a conversão do que 

as cepas do tipo II (Weiss and Kim, 2000) ou do tipo III (Behnke et al., 2008). A 

cepa RH de T. gondii foi primeiramente isolada em 1939 de tecido humano 

(Sabin, 1941) e desde então passou por modelos in vivo e in vitro em diversos 

laboratórios do mundo (Hughes, Hudson, Fleck, 1986). Devido à passagem 

prolongada, esta cepa perdeu seu potencial de produção de oocistos (Frenkel; 

Dubey; Hoff, 1976), bem como de formar cistos teciduais em ratos (Dubey, et al., 

1999). De modo divergente, foi verificado que em ratos infectados com 

taquizoítos da cepa RH, estes foram capazes de converterem-se em bradizoítos 
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quando tratados com atovaquone associado à pirrolidina ditiocarbamato de 

amônio (Djurkovic-Djakovic et al., 2005). 

O isolado TgPigBrAL03 de genótipo I/II/III (#114; ToxoDB) comportou-se 

de forma diferente em comparação aos outros três isolados de mesmo genótipo, 

revelando maior produção de cistos, desenvolvimento de placas de lise e não 

diferente estatisticamente entre tratamento estressante e não-estressante. Há 

uma tendência de compreensão que um genótipo determinado expressará uma 

característica fenotípica também determinada. Todavia, comparações 

genômicas e transcriptômicas revelaram que variações fenotípicas entre 

isolados do tipo I (RH e GT-1) são resultados de diferenças na expressão de 

genes do parasito, além de identificar diferentes vias de modulação da célula 

hospedeira pelos isolados (Yang et al., 2013). Há carência de informações sobre 

a contribuição genética nas diferenças fenotípicas entre cepas recombinantes de 

mesmo genótipo.  

A associação dos conhecimentos genéticos tão bem aceitos e 

empregados na caracterização de isolados de T. gondii pode e deve ser aliado 

às manifestações fenotípicas para melhor caracterizar um isolado. É necessário 

ressaltar que os estudos epigenéticos podem contribuir imensamente para 

compreender os mecanismos de encistamento. Em particular, a acetilação de 

histonas tem sido relacionada com a expressão de genes estágio-específicos de 

taquizoítos e bradizoítos. A acetilação de histona contribui para a restruturação 

da cromatina, favorecendo um ambiente que leva à expressão de um 

determinado gene (Behnke et al., 2008; Dixon et al., 2010; Jamieson et al., 2009; 

Sullivan Jr et al., 2009). 

Foram demonstradas diferenças na resposta entre cepas recombinantes 

tipo I/III e I/II/III em comparação às cepas típicas quando induzida a uma resposta 

estressante exógena in vitro. Uma cepa (TgPigBrAL03) de genótipo I/III (#114) 

manifestou taxas de conversão e padrão na formação de placa de lise distintas 

das outras cepas de mesmo genótipo, o que sugere que a extrapolação de dados 

fenotípicos intragenótipos deve ser cautelosa. 
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Características da infectividade in vitro foram compatíveis com o perfil dos 

genes ROP18 e ROP5 de isolados recombinantes de Toxoplasma gondii 

obtidos de suíno e galinha. 

 

Resumo 

O comportamento biológico de diferentes isolados de T. gondii durante o ciclo 

lítico contribui para um maior ou menor fenótipo de virulência determinada no 

modelo murino. Devido à dificuldade de extrapolação de dados da virulência in 

vivo, marcadores moleculares vêm sendo identificados e relacionados com a 

patogenia em camundongos, a exemplo dos genes das proteínas de róptrias 

(ROPs). Objetivou-se caracterizar a habilidade de invasão celular e proliferação 

de cinco isolados recombinantes de T. gondii obtidos de tecido de suíno e galinha 

no Brasil e estabelecer a relação entre a infectividade e os alelos dos genes 

ROP5 e ROP18. As características fenotípicas da infectividade in vitro dos 

isolados recombinantes caracterizaram-se por baixa taxa de invasão e 

proliferação intracelular e estão relacionados com o padrão dos marcadores 

moleculares de virulência ROP5/ROP18 (1/3) considerados avirulentos ou não-

letais. 

 

Palavras-chaves: Virulência; fenótipo; genótipo 

 

1. Introdução 

Toxoplasma gondii é um coccídio intracelular obrigatório, cosmopolita e 

com habilidade de infectar uma ampla gama de hospedeiros como seres 

humanos, animais selvagens e domesticados (Dubey, 2010). É o agente 

etiológico da toxoplasmose, uma enfermidade que em infecções agudas pode 

provocar severas lesões oftalmológicas, neurológicas e problemas reprodutivos 

(Tenter et al., 2000; Weiss and Dubey, 2009). Entretanto, as infecções 

geralmente cursam de forma assintomática e crônicas, com o encistamento do 

parasito nos tecidos dos hospedeiros (Sullivan and Jeffers, 2012).  

A patogenia da toxoplasmose ocorre em consequência da lesão tecidual, 

provocada pelo ciclo lítico do parasito associada à resposta inflamatória 

desenvolvida pelo hospedeiro frente à agressão (Bhopale, 2003; Black and 

Boothroyd, 2000). O ciclo lítico de T. gondii resulta do processo de adesão dos 
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taquizoítos na superfície da célula hospedeira, invasão com formação do vacúolo 

parasitóforo, proliferação intracelular e saída celular, ocasionando a liberação de 

taquizoítos no ambiente extracelular para infecção de novas células (Black and 

Boothroyd, 2000; Saeij et al., 2005). O comportamento biológico de diferentes 

isolados de T. gondii durante o ciclo lítico contribui para um maior ou menor 

fenótipo de virulência e isso depende das estratégias de evasão imunológica 

apresentada por cada isolado, chamados fatores de virulência (Appleford and 

Smith, 1997; Dupont et al., 2012; Melo et al., 2011). 

A virulência de T. gondii é determinada pela mortalidade apresentada por 

camundongos infectados com diferentes doses do parasito (Saraf et al., 2017). 

Através dessa análise, verificou-se que cepas clonais, encontradas 

frequentemente na Europa e nos Estados Unidos (Shwab et al., 2014) 

apresentam fenótipo hipervirulento (tipo I), hipo ou avirulento (tipos II e III) (Howe 

and Sibley, 1995; Sibley and Boothroyd, 1992). Na América do Sul (com 

destaque para o Brasil), a presença de cepas clonais é incomum, em geral a 

estrutura populacional de T. gondii nessa região é formada por isolados com 

elevadas combinações alélicas, denominados de genótipos recombinantes 

(Ajzenberg et al., 2004; de Melo Ferreira et al., 2006; Pena et al., 2008). Cepas 

recombinantes foram isoladas de humanos com graves quadros de 

neurotoxaplosmose e toxoplasmose ocular, apresentando maior virulência que 

cepas clássicas, sugerindo que a recombinação sexual de linhas clonais distintas 

e concorrentes, seja o caminho natural na evolução da virulência em T. gondii 

(Carme et al., 2002; Cavalcante et al., 2007; Grigg et al., 2001a, 2001b; Khan et 

al., 2009). Apesar de amplamente empregado e ser a metodologia padrão 

recomendada, a virulência de T. gondii em modelo murino não pode ser 

extrapolada para outras espécies animais, caracterizando um limitante da 

técnica (Dubremetz and Lebrun, 2012; Saraf et al., 2017). 

Na busca por marcadores genéticos da virulência, identificou-se que o 

perfil alélico das proteínas de róptrias (ROPs) apresentavam uma associação 

com a virulência em camundongos (El Hajj et al., 2007; Weilhammer and Rasley, 

2011; Zhao et al., 2009). As ROPs são quinases envolvidas ativamente com o 

processo de invasão celular e manutenção da infecção (Dubremetz and Lebrun, 

2012; Shwab et al., 2016). Atualmente, um dos fatores de virulência mais 

importantes de T. gondii é a ROP18, que tem sua ação potencializada pela 
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ROP5, de forma que a combinação de alelos dessas proteínas é considerada 

um importante preditivo da virulência de cepas de T. gondii (Behnke et al., 2015; 

Fox et al., 2016; Rêgo et al., 2017) 

Objetivou-se caracterizar a habilidade de invasão celular e proliferação de 

cinco isolados recombinantes de T. gondii obtidos de tecido de suíno e galinha, 

além de estabelecer a relação entre o fenótipo da infectividade in vitro e o padrão 

dos genes ROP5 e ROP18 para dois isolados (genótipos #114 e #277). 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1 Caracterização dos isolados de T. gondii  

Foram avaliados cinco isolados de T. gondii de genótipos recombinantes 

obtidos de tecido nervoso de suínos (TgPigBrAL01, TgPigBrAL02, TgPigBrAL03) 

e galinhas (TgCkBrAL01 e TgCkBrAL02) criados em sistema de subsistência na 

zona rural da cidade do município de Viçosa, estado de Alagoas, Brasil (dados 

não publicados). A caracterização molecular prévia dos isolados revelou o 

padrão genotípico apresentado na Tabela 1.  

 

Tabela 1 - Genotipagem por Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP-

PCR) dos isolados de Toxoplasma gondii de genótipo recombinante, obtidos de 

tecidos de suínos e galinhas. 

Isolates SAG1 SAG 2 SAG3 BTUB GRA6 c22-8 c29-2 L358 PK1 APICO ToxoDB 

TgPigBrAL01, 
TgPigBrAL02, 
TgPigBrAL03 
TgCkBrAL02 

I III I III III III I III I I #114 

            

TgCkBrAL01 I III I III III II III III I III #277 

 

Foram incluídas nesse estudo as cepas de referência RH (genótipo tipo I) 

e ME49 (genótipo tipo II). Todos os isolados foram submetidos a duas passagens 

em camundongos antes da execução dos experimentos. O intervalo de 

passagens em cultivo celular dos isolados durante os experimentos está 

apresentado na tabela 2.  

A manutenção rotineira dos isolados ocorreu em monocamada de células 

da linhagem MARC-145 e para os ensaios de invasão e proliferação utilizou-se 

a linhagem HFF. O protocolo de manutenção dos isolados e das células 
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hospedeiras em cultivo, bem como a purificação dos taquizoítos para os ensaios 

foram realizadas de acordo com Regidor-Cerrillo et al. (2011). 

 

Tabela 2 - Número de passagens in vitro das cepas típicas e recombinantes 

(#114 e #277) de Toxoplasma gondii utilizadas no estudo. 

Isolados Espécie animal Passagem in vitro a 

TgCkBrAL01 Galinha 9-17 
TgCkBrAL02 Galinha 7-15 
TgPigBrAL01 Suíno 7-18 
TgPigBrAL02 Suíno 8-18 
TgPigBrAL03 Suíno 7-19 

RH Humano 9-16a 
ME49 Ovino 7-14a 
a Número de passagens após descongelamento e 
reinoculação em camundongo. 

 
2.2  Ensaio de invasão parasitária 

Para o ensaio de invasão parasitária seguiu-se o protocolo previamente 

descrito por Dellarupe (2014) com algumas modificações. Foi realizado 

plaqueamento (placas de 24 poços) de 2,5x104 células da linhagem HFF para 

obtenção de monocamada celular confluente em 24 horas de incubação a 37°C, 

com saturação de 5% de CO2. Posteriormente foi inoculado 2,5x102 taquizoítos 

dos isolados estudados nos poços das placas, em quadruplicata. Diferentes 

placas foram lavadas por três vezes com PBS para a retirada dos taquizoítos 

que não realizaram a invasão em dois tempos distintos: as 2 horas pós-infecção 

(hpi) e as 6 hpi. Uma outra placa foi mantida sem lavagem até 48hpi (final do 

experimento). As taxas de invasão parasitária às 2 horas (InvP2h) e as 6 horas 

(InvP6h) foram determinadas pelo número de eventos (vacúolos parasitóforos e 

das placas de lise) e a taxa total de invasão (InvPT) foi determinado pelo número 

de eventos por poço na placa que não foi lavada (48 hpi). Ao final de 48 hpi, as 

placas foram fixadas com metanol a –20°C por 20 minutos e procedeu-se a 

imunomarcação pela metodologia descrita Jiménez-Pelayo (2017). Os poços de 

placas foram examinados em microscópio invertido com fonte de luz UV com 

aumento de 200x para contagem dos vacúolos parasitóforos e das placas de lise 

imunomarcadas (eventos) por poço após o crescimento do parasito. Os ensaios 

foram realizados em dois ensaios independentes.  
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2.3  Ensaio de proliferação intracelular  

A proliferação dos taquizoítos in vitro foi determinada pela quantificação 

do número de taquizoítos em diferentes tempos de crescimento (2; 12; 24; 48; 

72 hpi) por PCR quantitativa (qPCR). Foram determinadas curvas de 

proliferação, cinética de crescimento (fase lag e log do ciclo celular do parasito) 

e comparação das médias da proliferação às 72hpi. 

A metodologia utilizada nesse ensaio foi similar ao procedimento proposto 

por Frey et al. [24], com modificações. O plaqueamento de células da linhagem 

HFF foi realizada na concentração 2,5x105 células/poço e utilizou-se um inóculo 

de 2x103 taquizoítos/poço dos isolados estudados à monocamada celular. Os 

ensaios foram realizados em quadruplicatas em dois ensaios independentes. 

O número de taquizoítos de T. gondii foi determinado pela interpolação do 

valor Ct sobre as curvas padrões do parasito (104 a 10-1 taquizoítos) e do gene 

endógeno β-actina (320, 160, 80, 40, 20, 10, 5 e 2,5 ng de DNA). Os primers e o 

perfil térmico usado para o parasito foram os descritos por Edvinsson et al. 

(2006) e para o gene endógeno por Gutierrez et al. (2012). Os resultados foram 

expressos pela relação entre a quantidade de DNA do parasito e DNA da célula 

(R2 ≥ 0.99; valores slope variaram entre -3.39 e -3.26). 

 

2.4  Estudo da virulência molecular 

A genotipagem de locus associados à virulência (ROP5 e ROP18) foi 

realizada para os isolados TgCkBrAL01 e TgPigBrAL01, que apresentam, 

respectivamente, os genótipos recombinantes #277 e #114. Utilizou-se a 

metodologia de RFLP-PCR, descrito anteriormente por Shwab (2016).  

 

2.5 Análise estatística 

Foram empregados o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do 

teste de comparação múltipla de Dunn para investigar a diferença na taxa de 

infecção nas InvP2h, InvP6h e InvPT. O teste ANOVA two-way, seguido do teste 

de comparações múltiplas de Bonferroni foram empregados para estudar a 

influência a indução da conversão entre isolados e a diferenças na frequência de 

detecção de DNA do parasito pelo qPCR as 72 hpi. Significância estatística foi 

estabelecida com p<0,05 e o software GraphPad Prism 7 v.7.00 foi utilizado para 

realizar todas as análises estatísticas e ilustrações gráficas. 
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3 Resultados  

 

3.1 Ensaio de invasão parasitária 

 

A taxa de invasão celular foi similar entre os isolados recombinantes com 

destaque para o isolado TgPigBrAL03 que teve as menores taxas às IvnP2h 

(5,8%) e às IvnP6h (14,4%), porém essa diferença não foi significativa. As taxas 

de invasão entre da cepa típica RH foi a maior entre todos os isolados. A entrada 

em InvP6h (entre 2h e 6hpi) foi mais efetiva que em InvP2h (0h as 2hpi) entre os 

isolados estudados (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Taxas de invasão parasitária às 2hpi (IvnP2h), 6hpi (InvP6h) e 48hpi 

(InvP48h) dos isolados recombinantes de Toxoplasma gondii (#114 e #277; 

ToxoDB) isolados de suínos e galinhas. 

Isolates Inv2h(%) Inv6h(%) Inv48h(%) 

RH 18,4 36,4 59,2 

ME49 13,4 28,0 52,6 

TgCkBrAL01 8,4 18,4 30,2 

TgCkBrAL02 9,2 20,5 35,2 

TgPigBrAL01 8,5 21,4 30,7 

TgPigBrAL02 8,5 18,9 36,8 

TgPigBrAL03 5,8 14,4 31,1 

 

Verificou-se que os isolados recombinantes de ambos os genótipos (#114 

e #277) se comportaram de forma similar quanto à invasão das células, não 

havendo diferença significativa em InvP2h, InvP6h ou InvPT. Entre as cepas 

clonais, a RH apresentou maior número de eventos resultantes da invasão nos 

tempos avaliados, seguido por ME49 (Figura 1). 
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Figura 1 - Eventos de invasão parasitária para IvnP2h (A), as InvP6h (B), InvPT 

(B) dos isolados recombinantes de Toxoplasma gondii (#114 e #277; ToxoDB) 

isolados de suínos e galinhas. 

 

Diferentes letras indicam diferenças estatísticas (p<0,005) 

 

3.2 Ensaio de proliferação intracelular  

 

As curvas de crescimento exponencial, da função logarítmica e 

crescimento populacional às 72 hpi revelaram que a cepa RH multiplicou de 

maneira mais eficiente que os demais isolados. Entre os isolados de genótipo 

#114 e #277, a proliferação foi estatisticamente igual, no entanto o isolado 

TgCkBrAL01 (#277) teve menor número de taquizoítos/ng de DNA que os 

demais, entanto TgPigBrAL03 (#114) foi o isolado com eficiência na proliferação 

entre os recombinantes, não mostrando diferença significativa em relação à cepa 

ME49. 
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Figura 2 - Curvas de crescimento exponencial, da função logarítmica e 

comparação das médias de crescimento populacional as 72 hpi dos isolados 

recombinantes de Toxoplasma gondii (#114 e #277; ToxoDB) isolados de suínos 

e galinhas. 

 

Diferentes letras demostram diferenças estatísticas. 

 

3.3 Estudo da virulência molecular 

 

A caracterização dos alelos dos genes das proteínas de róptrias ROP5 e 

ROP18 dos isolados TgTgCkBrAL01 (#277) e TgPigBrAL01 (#114) apontou o 

perfil 1/3 (ROP5/ROP18) para ambos os isolados. Em comparação aos dados 

publicados previamente por Shwab et al. (2016), a combinação desses alelos 

está associada a um fenótipo não virulento no modelo murino. Os genes ROP16 

e ROP17 exibiram os alelos 3 e 4 para o isolado de galinha e 1 e 4 para o isolado 

suíno (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Caracterização dos alelos dos genes ROP5, ROP18, ROP16 e 

ROP17 dos isolados TgTgCkBrAL01 (#277) e TgPigBrAL01 (#114) obtidos de 

galinha e suíno e cepas de referência RH e ME49. 

Isolate Genotype 
Virulence protein Virulence in vivo by  

Shwab et al. (2016) ROP5 ROP18 ROP16 ROP17 

RH Tipo I (#10) 1 1 1 1 Lethal 

ME49 Tipo II (#1) 2 2 2 2 Lethal 

TgCkBrAL01 #277 1 3 3 4 No-lethal 

TgPigBrAL01 #144 1 3 1 4 No-lethal 

 

3 Discussão 

 

No presente estudo foram qualificados os aspectos fenotípicos da 

infectividade in vitro (invasão e proliferação) de isolados recombinantes de T. 

gondii e o perfil genético dos fatores de virulência ROP5 e ROP18. A 

infectividade de um agente infeccioso é compreendida como a capacidade de 

invasão e colonização dos tecidos (Dubremetz and Lebrun, 2012; Putt, 1987). 

Esse comportamento biológico em Toxoplasmatíneos pode ser determinado por 

avaliações in vitro (Appleford and Smith, 2000, 1997; Dellarupe et al., 2014; Frey 

et al., 2016; Regidor-Cerrillo et al., 2011), contudo, a relação entre achados 

fenotípicos da infectividade in vitro com os fatores de virulência não está 

estabelecido. Para nosso conhecimento essa é a primeira investigação que 

estuda a etapas do ciclo lítico de genótipos recombinantes e verifica a relação 

entre os achados in vitro e os marcadores moleculares de virulência. 

Os isolados avaliados foram obtidos de animais de produção da zona rural 

do interior do Estado de Alagoas, nordeste brasileiro (dados não publicados). 

Esses animais eram criados para a subsistência e consumidos pela população 

humana, o que configura um sério problema sanitário, uma vez que carne 

proveniente de produções com precário manejo sanitário apresenta um maior 

risco de infecção para os humanos do que animais criados em sistemas 

tecnificados (Garcia-Bocanegra et al., 2010; Hill et al., 2005; Jones and Dubey, 

2012). Adiciona-se a isso o fato de ser cultural nessa região do Brasil o consumo 

de vísceras de suínos, como o coração, tecido que já teve T. gondii isolado de 

animais de criação de subsistência no sul do Brasil (Oliveira et al., 2014). Assim, 
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deve-se alertar a população sobre os riscos da ingestão de tecidos crus ou com 

cocção inadequada (Dubey, 2010). 

Antes da realização dos ensaios fenotípicos, as cepas foram inoculadas 

em camundongos para reduzir os efeitos da cultura in vitro que podem alterar 

algumas das características fenotípicas do parasito (Khan and Michael, 2018). 

Os cinco isolados (um genótipo #277 e quatro genótipos #114) exibiram 

igualdade na análise estatística no fenótipo de infectividade de invasão 

parasitária e proliferação in vitro. Todavia, o isolado TgPigBrAL03 (#114) 

apresentou um comportamento distinto dos demais, e apesar de exibir menor 

taxa de invasão, esse isolado curiosamente teve a maior proliferação entre os 

isolados recombinantes, ou seja, apesar da baixa habilidade de penetrar as 

células foram eficientes em multiplicar-se no curso do ciclo lítico, ainda que sem 

significância estatística. Comparando as características apresentadas dos 

isolados recombinantes com as cepas clonais, verificamos que os cinco isolados 

apresentaram baixa infectividade. 

De modo esperado, a cepa de referência RH (tipo I) foi a mais eficiente 

tanto na invasão quanto na proliferação, seguida da cepa ME49 (tipo II). Dado 

que confirma as descrições feitas por Radke e White (1999) que já haviam 

demostrado que a taxa de crescimento in vitro difere significativamente entre 

genótipos típicos, com a cepa do tipo I, cresendo substancialmente mais rápido 

do que as cepas dos tipos II e III. A cepa RH não só tem uma taxa de crescimento 

in vitro mais elevada, mas também pode sobreviver muito mais tempo no 

ambiente extracelular do que qualquer outra linhagem conhecida de T. gondii 

(Khan et al., 2009). 

Isolados recombinantes e atípicos são encontrados em alta frequência no 

Brasil em animais (Pena et al., 2008) e em humanos, estando associados com 

toxoplasmose ocular congênita na frequência de cinco vezes maior do que em 

casos europeus (Gilbert et al., 2008). Desta maneira, o estudo de caracterização 

biológica ou genética de novos isolados são importantes para compreender a 

complexidade do parasito. Na busca por métodos que facilitem o acesso a 

virulência deste coccídio, diferentes marcadores moleculares têm sido descritos. 

O perfil dos genes ROP5/ROP18 apresentado pelas cepas TgCkBrAL01 

(#277) e TgPigBrAL01 (#114) foram descritos como de isolados não letais ou 

avirulentos em um amplo estudo realizado por Shwab et al. (2016) com isolados 
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de diversas regiões geográficas. Esses dados corroboram com os nossos 

achados de infectividade in vitro. A quinase ROP18 atua fosforilando enzimas 

hidrolíticas (IRGs; família das GTPases) que danificam o vacúolo parasitóforo 

inviabilizando a sobrevivência do parasito (El Hajj et al., 2007; Steinfeldt et al., 

2010). A ROP5, uma pseuquinase, potencializa a ação de ROP18 na inativação 

das IRGs e mesmo na ausência de ROP18 alelos específicos de ROP5 podem 

reduzir a produção de IFN-γ induzida pelas IRGs (Niedelman et al., 2012), ao 

passo que, a inativação das IRGs por ROP18 é dependente da expressão de 

alelos virulentos de ROP5 (Behnke et al., 2015). As ROP18 e ROP5 também têm 

se mostrado importantes alvos vacinais devido à atividade imunogênica, com 

proteção parcial contra cepas virulentas e avirulentas (Zheng et al., 2013, 

Grzybowski et al., 2015). 

O genótipo #114 já foi isolado anteriormente em galinhas por de Oliveira 

et al. (2009) no Estado de Pernambuco. Na caracterização fenotípica in vivo esse 

isolado não provocou a morte de nenhum animal inoculado, sendo classificado 

como avirulento, e exibiu na avaliação de marcadores moleculares de virulência 

os alelos 1/3/1/4 (ROP5, ROP18, ROP16, ROP17, respectivamente) (Shwab et 

al., 2016), igualmente aos apresentados pelo isolado do presente estudo. O 

genótipo #277 foi primeiramente descrito também em galinhas, no Estado da 

Paraíba, porém como não há descrição prévia da virulência in vivo ou molecular, 

comparou-se a associação do perfil alélico do isolado TgCkBrAL01 (Tabela 3) 

com um isolado que apresenta mesmo perfil alélico de ROPs, o isolado 

TgCkGy18 (#68) (Dubey et al., 2007), obtido de galinhas na Guiana Francesa. O 

isolado franco-guianês foi considerado avirulento em camungondo, assim a 

combinação dos alelos de TgCkBrAL01 também está relacionada com um 

isolado avirulento. 

Apesar de terem sido propostas como fatores de virulência, as proteínas 

ROP16 e ROP17, essas não apresentaram relação com a virulência em 

camundongo nas descrições comparativas de Shwab et al. (2016). 

Funcionalmente, a quinase ROP17, atua de forma sinérgica ROP18 (Etheridge 

et al., 2014) e a ROP16 manipula a transcrição das vias STAT3/6, reduzindo a 

resposta Th1 (Butcher et al., 2011). Aqui, optou-se por incluir esse marcadores 

para verificar a relação com o modelo in vitro. No entanto, o perfil de alelos 1 ou 

3 (ROP16) e 4 (ROP17), por exemplo, são descritos tanto para isolados 
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virulentos, quanto avirulentos, sem um padrão evidente ou correlação com a 

virulência em camundongo (Shwab et al., 2016). Logo, não é possível traçar uma 

relação entre o perfil desses genes como o fenótipo de baixa infectividade aqui 

descrito dos isolados de genótipo recombinante. 

Conclui-se que os genótipos #114 e #277 de T. gondii de suíno e galinha 

do Brasil apresentam o mesmo comportamento de invasão e proliferação in vitro, 

caracterizando um fenótipo de baixa infectividade e este fenótipo possui relação 

com os marcadores moleculares de virulência ROP5 e ROP18. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• Cepa de Toxoplasma gondii de genótipo tipo II variante apresenta padrão 

fenotípico de infectividade distinto nos ensaios na invasão parasitária, 

proliferação intracelular e cistogênese induzida em relação a cepas de 

genótipo tipo II clássico. 

 

• A caracterização da habilidade de resposta ao estresse para cistogênese 

demostrou que isolados recombinantes I/III diferem de isolados do genótipo 

recombinante I/II/III e entre isolados de mesmo genótipo. É necessário 

estabelecer melhor relação da virulência em modelo murino, caracterização 

genética e comportamento fenotípico para cepas recombinantes de T. 

gondii. 

 

• As características fenotípicas da infectividade in vitro (baixa taxa de invasão 

e baixa de proliferação intracelular) de dois isolados recombinantes de T. 

gondii corroboram com o padrão dos marcadores moleculares de virulência 

ROP5/ROP18 (1/3), considerados avirulentos ou não-letais. 

 

• Variações fenotípicas entre e intragenótipos devem ser exploradas por 

ferramentas genéticas, epigenéticas e ou transcricionais para compreender 

os mecanismos desenvolvidos por T. gondii envolvidos no comportamento 

biológico.  

 

• Técnicas de caracterização in vitro mostram-se aptas para revelarem 

características da infectividade que estão diretamente relacionadas à 

virulência. Estudos futuros devem se dedicar a correlacionar achados in vitro, 

in vivo e moleculares a fim de tentar validar um teste de virulência que não 

necessite o uso de camundongos. 

 


