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RESUMO 

Células em processo de apoptose são capazes de translocar, através de 

flipases, fosfatidilserina (PS) do meio intracelular para o meio extracelular, inibindo, 

assim, a resposta inflamatória do organismo. Este mecanismo também tem sido 

relacionado à mecanismos de evasão de parasitos protozoários, conceito conhecido 

como “mimetismo apoptótico”. Nosso grupo descreveu a importância de ambas as 

subpopulações de parasitas - a que expõe PS em sua membrana plasmática (PS+), 

e a que não expõe (PS-) - para o sucesso da infecção. Além disso, demonstramos 

que parasitas PS+ invadem células ativamente, enquanto parasitas PS- dependem da 

atividade endocítica da célula hospedeira. No entanto, não haviam informações 

quanto à origem dessas subpopulações de parasitas. O objetivo deste trabalho foi 

elucidar a origem das subpopulações PS+ e PS- de T. gondii, buscando compreender 

os fatores determinantes para a exposição de PS. Por citometria de fluxo, microscopia 

eletrônica de varredura, e espectrofotometria, pudemos concluir que a exposição de 

PS em T. gondii possui relação com o ciclo celular do parasita. Para análise do 

mecanismo utilizado pelo parasita para expor PS, verificamos a expressão gênica da 

flipase com maior homologia com a flippase de humanos. Esta flippase é responsável 

pela translocação de PS da face externa para a face interna da membrana plasmática. 

Os resultados demonstraram que parasitas PS+ expressam menos flipase, em 

comparação à expressão apresentada em parasitas PS-. Em seguida, uma sequência 

detectável por anticorpos foi adicionada à sequência dessa flippase em T. gondii e, 

assim, foram criados parasitas mutantes. Por microscopia de fluorescência, observa-

se que diferentes perfis de distribuição de flippase são encontrados de acordo com a 

fase de divisão do parasita. Assim, nossos resultados demonstraram que o mimetismo 

apoptótico em T. gondii é dependente do ciclo celular do parasita, e que a 

internalização de PS na membrana pode ocorrer através de flipases. 

 

Palavras-chave: Toxoplasma; Fosfatidilserina; Mimetismo apoptótico 
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ABSTRACT 

Apoptotic cells are able to translocate, through flipases, phosphatidylserine (PS) 

from the intracellular medium into the extracellular medium, thereby inhibiting the 

body's inflammatory response. This mechanism has been related to the mechanisms 

of evasion of protozoan parasites, a concept known as "apoptotic mimicry". Our group 

described the importance of both subpopulations of parasites - the one that exposes 

PS on its plasma membrane (PS +), and the one that does not expose (PS-) - to the 

success of the infection. In addition, we have demonstrated that PS + parasites invade 

cells actively, whereas PS- parasites depend on the endocytic activity of the host cell. 

However, there was no information as to the origin of these subpopulations of 

parasites. The purpose of this work was to elucidate the origin of the PS + and PS- 

subpopulations of T. gondii, seeking to understand the determinant factors for PS 

exposure. By flow cytometry, scanning electron microscopy, and spectrophotometry, 

we could conclude that PS exposure in T. gondii is related to the cell cycle of the 

parasite. For analysis of the mechanism used by the parasite to expose PS, we verified 

the gene expression of flipase with greater homology with flippase from humans. This 

flippase is responsible for the translocation of PS from the outer face to the inner face 

of the plasma membrane. The results showed that PS+ parasites express less flipase, 

compared to the expression presented in PS- parasites. Thereafter, an antibody-

detectable sequence was added to the sequence of that flippase in T. gondii and, thus, 

mutant parasites were created. By fluorescence microscopy, we observed that 

different profiles of flippase distribution are found according to the phase of division of 

the parasite. Thus, our results demonstrated that apoptotic mimicry in T. gondii is 

dependent on the cell cycle of the parasite, and that the internalization of PS in the 

membrane can occur through flipases. 

 

Keywords: Toxoplasma; Phosphatidylserine; Apoptotic mimicry 
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1. INTRODUÇÃO 

 Toxoplasma gondii é o agente causador da toxoplasmose, doença que afeta 

cerca de um terço da população mundial, onde os grupos de risco incluem desde 

indivíduos imunocomprometidos até animais de importância econômica (Lyons e 

Johnson, 1995; Sibley et al., 2010). Este parasita é considerado um dos mais bem 

adaptados do planeta, pois é capaz de infectar praticamente todos os animais de 

sangue quente (Tenter et al., 2000; Carruthers, 2002). Esta adaptação se dá, 

principalmente, devido a sua capacidade de evadir-se da resposta imunólogica do 

hospedeiro através de diferentes mecanismos (Carruthers, 2002; De Souza et al., 

2010). Dentre estes mecanismos, o mimetismo apoptótico possui fundamental 

importância para o sucesso da infecção (Santos et al., 2011). 

 Durante o processo de mimetismo apoptótico, o parasita burla a atividade 

microbicida do organismo através da exposição de fosfatidilserina (PS) no ambiente 

extracelular (Seabra et al., 2004; Santos et al., 2011). A fosfatidilserina é um 

fosfolipídio de membrana que, dentre outras funções, participa da sinalização em 

células que entram em apoptose (Frey e Gaipl, 2011). Em células apoptóticas, a PS é 

translocada da face intracelular para a face extracelular da membrana plasmática 

através de proteínas transmembrana denominadas flipase (Clark, 2011). Esta PS 

exposta é, então, reconhecida por células efetoras do organismo, que disparam uma 

sinalização anti-inflamatória e, assim, a célula é digerida silenciosamente (Clark, 2011; 

Birge et al., 2016). O mimetismo apoptótico foi descrito em diferentes parasitas além 

de T. gondii, como Leishmania e Trypanosoma cruzi (de Freitas Balanco et al., 2001; 

DaMatta et al., 2007; Wanderley et al., 2010; Santos et al., 2011). No entanto, o 

mecanismo utilizado para exposição de PS e desempenho do mimetismo apoptótico 

não foi descrito até então. 

  Taquizoítas de T. gondii em diferentes fases do seu ciclo celular comportam-

se de maneiras distintas quanto ao processo de invasão: parasitas na fase G1 são 

mais invasivos, quando comparados à parasitas nas fases S e M/C do ciclo (Gaji et 

al., 2010). Isso se dá através de alterações na expressão gênica do parasita. Essas 

diferenças no processo de invasão assemelham-se ao resultado publicado pelo nosso 

grupo (Santos et al., 2011), onde demonstramos que a subpopulação de T. gondii que 

expõe PS (PS+) é mais invasiva que a subpopulação que não expõe PS (PS). Assim, 

há de se pensar na possibilidade do ciclo celular do parasita estar relacionado à 
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exposição de PS. Neste sentido, o presente estudo investigou a origem das 

subpopulações PS+ e PS- em taquizoítas de T. gondii e a sua relação com as 

diferentes fases do ciclo celular do parasita.   
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Toxoplasmose 

A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo parasita T. gondii (Tender et al., 

2000). Em 2004, Montoya e Liesenfeld estimaram que cerca de um terço da população 

mundial é soropositiva para T. gondii. No entanto, a infecção só evolui para a fase 

aguda em indivíduos que sofrem distúrbios imunológicos, fazendo com que, na 

maioria das vezes, a infecção primária pelo parasita ocorra de forma assintomática 

(Wong e Remington, 1994). 

Basicamente, a infecção por T. gondii pode ocorrer de forma congênita ou 

adquirida. A toxoplasmose congênita se dá quando a infecção primária ocorre durante 

o período gestacional, pois o parasita possui capacidade de atravessar a placenta e 

alcançar o feto (Weiss e Kim, 2007; 2013). A toxoplasmose adquirida caracteriza-se 

pela infecção do indivíduo através da ingestão de alimentos ou água contaminados 

por T. gondii (Tenter et al., 2000). 

Em indivíduos imunocompetentes, a infecção por T. gondii ocorre de forma 

assintomática, pois o hospedeiro desenvolve resposta imunológica contra o parasita. 

A atividade imunológica do indivíduo infectado pode inibir a evolução da infecção para 

a doença, originando a fase crônica, onde o parasita diferencia-se para uma forma de 

reprodução lenta. Em casos de imunodepressão, o parasita volta a desenvolver-se 

normalmente, desencadeando a fase aguda da infecção, podendo causar diversos 

danos como retinocoroidites, encefalites e lesões no sistema nervoso central 

(Ambroise-Thomas e Pelloux, 1993; Ferguson, 2009).  

 

2.1.1. Epidemiologia 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde, a toxoplasmose se enquadra 

na categoria de doenças causadas por microorganismos patogênicos. Em 2012, esta 

categoria de enfermidades foi responsável por cerca de 9,5 milhões de mortes 

humanas, correspondendo à 17% da mortalidade humana mundial (WHO, 2012). Este 

fato pode estar associado ao potencial adaptativo desses microorganismos.  

Toxoplasma gondii é capaz de infectar praticamente todos os animais 

homeotérmicos (Lyons e Johnson, 1995; Tenter et al., 2000; Carruthers et al., 2002; 
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Sibley et al., 2010; Santos et al., 2011). De acordo com Pappas e colaboradores 

(2009), a prevalência sorológica da doença varia entre 10% e 90% de acordo com a 

região estudada. No mundo inteiro, a infecção de mulheres pelo parasita varia desde 

10.9% (Noruega) até 90% ou mais (na França e Taiti) e no Brasil, em Fortaleza 

(Ceará), cerca de 71% das gestantes apresentam soropositividade para a 

toxoplasmose (Pappas et al., 2009). Esse é um dado epidemiológico importante 

quando se considera o risco de transmissão da doença ao feto, que é extremamente 

alto se a infecção ocorre até a vigésima quarta semana de gestação, sendo maior 

quanto mais cedo o feto for infectado (Milewska-Bobula et al., 2015).   

No sul do Brasil há grande prevalência sorológica para T. gondii, em torno de 

80%, sendo a principal rota de infecção o consumo de carne suína, levando ao 

desenvolvimento de toxoplasmose ocular em parte da população infectada (Jones et 

al., 2006).  

Em Campos dos Goytacazes no estado do Rio de Janeiro, a prevalência 

sorológica para T. gondii chegou a atingir 84%, devido a ocorrência de um surto 

ocasionado por contaminação com oocistos de reservatórios de água (Bahia-Oliveira 

et al., 2003).   

 

2.1.2 Tratamento 

O tratamento de pacientes com toxoplasmose na fase aguda é realizado, na 

maioria dos casos, através da administração de fármacos antifolato, onde o mais 

comum é a associação entre sulfadiazina e pirimetamida. No entanto, o emprego 

desses fármacos está relacionado com efeitos colaterais, como a supressão medular. 

Desta forma, é importante o uso concomitante de ácido folínico, a fim de reduzir efeitos 

hematológicos indesejados durante o tratamento (Frenkel et al., 1960; Haverkos, 

1987). O tratamento de gestantes é baseado no emprego de espiramicina, um 

antibiótico ativo contra a forma taquizoíta do parasito (Garin et al., 1968; Niel e Videau, 

1981). Em pacientes intolerantes à sulfa, o tratamento é realizado com a 

administração de clindamicina, um antibiótico, associado à pirimetamina (Montoya & 

Liensenfeld, 2004). 
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2.2. Toxoplasma gondii 

 Toxoplasma gondii pertence ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoa, Subclasse 

Coccidia, Ordem Eucoccidiida, Família Sarcocystidae, Subfamília Toxoplasmatinae 

(Montoya & Liensenfeld, 2004). Foi descrito primeiramente no Brasil por Splendore 

(1908) em coelho e por Nicolle e Manceaux (1908) no Norte da África em um roedor 

(Ctenodactylus gundi). Trata-se de um protozoário parasítico intracelular obrigatório 

de distribuição mundial, considerado um dos mais bem-sucedidos do planeta, sendo 

capaz de infectar grande variedade de vertebrados homeotérmicos, incluindo seres 

humanos e animais de importância econômica (Lyons e Johnson, 1995; Tenter et al., 

2000; Carruthers et al., 2002; Sibley et al., 2010). 

 

2.2.1. Formas evolutivas de T. gondii 

Durante seu ciclo de vida, T. gondii pode apresentar diferentes estádios evolutivos, 

como descrito a seguir: 

Taquizoíta 

Este estádio evolutivo de T. gondii é assim denominado devido a capacidade dos 

parasitas de multiplicarem-se rapidamente, por endodiogenia. É característico da fase 

aguda da toxoplasmose e desenvolve-se no interior da célula hospedeira, dentro do 

vacúolo parasitóforo formado no momento da invasão celular. 

A forma taquizoíta de T. gondii (Figura 1) mede, aproximadamente, 2 µm de largura 

e 8 µm de comprimento, mas, no entanto, o tamanho pode variar de acordo com a 

fase do ciclo celular em que o parasita se encontra. Quanto às principais 

características morfológicas que o diferem das demais formas do parasita, apresenta 

núcleo localizado na região central do corpo e poucos grânulos de amilopectina (De 

Souza et al., 2010). 
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Figura 1. Morfologia da forma taquizoíta de Toxoplasma gondii. (A) Esquema representativo 

ilustrando a morfologia da forma taquizoíta. (B) Imagem de microscopia eletrônica de transmissão do 

parasita dentro do vacúolo parasitóforo. N - núcleo, c - conóide, R - róptrias, A - Apicoplasto, g- grânulo 

denso, CG - Complexo de Golgi, seta – micronema. Barra: 1 μm (retirado De Souza e cols., 2010).  
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Bradizoíta 

 O estádio bradizoíta de T. gondii (Figura 2) é assim denominado devido ao lento 

processo de divisão do parasita (por endodiogenia) enquanto encontra-se nesta 

forma. Sua morfologia é similar à do taquizoíta diferindo, principalmente, quanto a 

localização do núcleo (parte posterior do corpo do parasita) e ao maior número de 

micronemas e de grânulos de amilopectina. Neste estádio, o parasita mede, em 

média, 7 µm de comprimento por 1,5 µm de largura (Weiss e Kim, 2000).  

 Bradizoítas de T.gondii (Figura 2) desenvolvem-se no interior de cistos 

teciduais. Estes cistos são encontrados em diferentes tecidos, (principalmente 

muscular, nervoso e cardíaco), localizam-se na membrana plasmática da célula 

infectada e possuem paredes finas e elásticas, que são compostas por materiais 

oriundos do parasita e da célula hospedeira. Seu tamanho aumenta de acordo com o 

número de parasitas em seu interior, podendo chegar à cerca de 200 µm. O formato 

pode variar de acordo com o tipo celular infectado: cistos teciduais encontrados em 

cérebros apresentam formato arredondado, enquanto cistos encontrados em células 

musculares apresentam formato mais alongado (Dubey et al., 1998; Weiss e Kim, 

2013). 

 

Figura 2. Estádio bradizoíta de T. gondii. (A) Desenho esquemático ilustrando a morfologia da forma 

bradizoíta. (B) Imagem correspondente por microscopia eletrônica de transmissão (Adaptado de Dubey 

et al., 1998).  
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Esporozoíta 

 Os parasitas neste estádio evolutivo encontram-se no interior de oocistos 

esporulados, que são liberados no ambiente juntamente com as fezes de membros 

da família felidae. Cada esporocisto comporta quatro esporozoítas. Esporozoítas 

(Figura 3) medem cerca de 6 μm de largura e 8 μm de comprimento, possuem maior 

número de róptrias, micronemas e grânulos de amilopectina, quando comparados aos 

taquizoítas e bradizoítas (Dubey et al., 1998). 

 

Figura 3. Estádio esporozoíta de T. gondii. Ilustração demonstrando a ultraestrutura da forma 

esporozoíta (Adaptado de Dubey et al., 1998). 
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2.2.2. Ciclo de vida  

Toxoplasma gondii tem como hospedeiros definitivos membros da família 

felidae e como hospedeiros intermediários outros animais homeotérmicos durante seu 

ciclo de vida (Figura 4) (Frenkel, 1973; Blader e Saeij, 2009; Sibley et al., 2010). A 

infecção origina-se principalmente por via oral, através da ingestão de água e vegetais 

contendo oocistos ou carne malcozida contaminada por cistos teciduais (Wong e 

Remington, 1993). Após a ingestão, ocorre o rompimento da parede externa dos cistos 

teciduais e dos oocistos, liberando, assim, as formas infectantes bradizoítas ou 

esporozoítas, respectivamente, no intestino do hospedeiro. Os parasitos liberados 

infectam enterócitos e se diferenciam em uma forma de multiplicação rápida, o 

taquizoíta, que se multiplica assexuadamente por endodiogenia (Frenkel, 1973; Blader 

e Saeij, 2009; Sibley et al., 2010). Os taquizoítas são liberados na corrente sanguínea 

após o rompimento da membrana da célula hospedeira, ou são carreados por células 

CD11b ou CD11c positivas (Courret et al., 2006) possibilitando, assim, disseminação 

do parasita para outros tecidos. Esta infecção inicial caracteriza a fase aguda da 

doença.  

Quando o sistema imunológico do hospedeiro começa a atuar sobre os 

taquizoítas, o parasito sofre nova diferenciação em bradizoíta, que é uma forma de 

desenvolvimento lenta, formando cistos teciduais, caracterizando a fase crônica da 

infecção (Frenkel, 1973; Blader e Saeij, 2009; Sibley et al., 2010). Em membros da 

família felidae, após a ingestão de alimentos contendo cistos teciduais ou oocistos, os 

bradizoítas ou esporozoitos liberados no intestino infectam os enterócitos, multiplicam-

se por uma série de esquizogonias e diferenciam-se em gametas masculinos e 

femininos. A fusão desses gametas resulta na formação de um zigoto diplóide 

(oocisto) não esporulado. O oocisto é liberado no ambiente através das fezes do 

animal, esporula formando dois esporocistos contendo quatro esporozoítas cada. 

Portanto, cada oocisto origina oito progênies haploides, os esporozoítas (Wong e 

Remington, 1993; Sibley et al., 2010). Toxoplasma gondii também pode ser 

transmitido pela via transplacentária ao feto durante a infecção aguda de fêmeas no 

período de gestação (Dubey 1977; Weiss e Kim, 2007; Blader e Saeij, 2009) (Figura 

4). 
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Figura 4: Ciclo biológico de Toxoplasma gondii. A toxoplasmose congênita ocorre quando a fêmea 

se contamina ainda no período gestacional. A Toxoplasmose adquirida ocorre quando animais 

homeotérmicos ingerem alimentos ou água contaminados por oocistos ou cistos teciduais. Há também 

a possibilidade de contaminação através da transfusão de sangue e transplantes de órgãos. O ciclo 

sexuado do parasita ocorre somente em felinos, que eliminam oocistos juntamente com as fezes. Esses 

oocistos no ambiente podem infectar diversos animais homeotérmicos. Traduzido de Esch e Petersen 

(2013). 

 

2.2.3. Divisão por endodiogenia 

A replicação por endodiogenia é uma forma de reprodução assexuada, na qual 

duas células-filhas são formadas no interior da célula-mãe que lisa ao final do 

processo liberando as células-filhas. Esta forma de divisão ocorre durante a formação 

de taquizoítas e bradizoítas de T. gondii. O ciclo celular do parasito durante a 

endodiogenia é relativamente simples (Figura 5), possuindo apenas quatro fases 

facilmente detectadas por marcadores específicos: G1, S, M e C. O início da fase G1 

é marcado pela replicação do complexo de Golgi, seguido da translocação do 

centrossomo da parte anterior para a posterior do núcleo. A fase S é iniciada com a 

duplicação do centrossomo, coincidindo com o início da duplicação do material 
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genético. Na fase M ocorre a formação de dois novos complexos apicais rudimentares, 

que irão nuclear os microtúbulos subpeliculares e o complexo interno de membrana, 

definindo, assim, as células-filhas dentro da célula-mãe. Progressivamente, na fase 

C, o núcleo termina o processo de replicação e as células-filhas estendem-se, 

consumindo toda a célula-mãe, dando origem a dois novos parasitos (Gaji et al., 

2010). 

 

 

Figura 5: Fases do ciclo celular durante a divisão por endodiogenia em Toxoplasma gondii. Fase 

G1: início do processo de replicação. Fase S: duplicação do material genético e do centrossomo. Fase 

M: formação de complexos apicais rudimentares. Fase C: citocinese (Adaptado de Radke et al., 2001). 

 

Gaji e cols. (2010) demonstraram que taquizoítas de T. gondii invadem e 

egressam de células hospedeiras, preferencialmente, na fase G1 do ciclo celular do 

parasito. Este fato se dá pelo controle de sua expressão gênica. Na fase G1, genes 

responsáveis pela invasão, egresso e resistência ao ambiente extracelular são mais 

expressos que nas outras fases. Já nas fases S e M/C, os parasitos mostraram-se 

menos invasivos que na fase G1, visto que nestas fases a demanda de energia está 

voltada para o processo de divisão. 
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2.3. Interação entre T. gondii e célula hospedeira 

2.3.1. Mecanismos de invasão  

Toxoplasma gondii possui duas formas distintas de invadir células, as quais 

resultam em respostas imunológicas diferenciadas do hospedeiro. São elas 

penetração ativa e fagocitose. Na penetração ativa (Figura 6, lado esquerdo), a 

invasão é gerida pelo próprio parasita (Morisaki et al., 1995). Organelas secretórias 

presentes em T. gondii, como róptrias, micronemas e grânulos densos são 

fundamentais para que esta invasão ocorra (Dubremetz et al., 1998; Carruthers & 

Sibley, 1997). O processo inicia-se com a adesão de T. gondii à membrana da célula 

alvo, momento no qual ocorre a secreção de MICs, proteínas provenientes do 

micronema que se ligam à célula hospedeira (Dubremetz et al., 1998; Brossier et al., 

2003). A polimerização de filamentos de actina na parte apical do parasito é 

responsável pela translocação de adesinas, como a MIC2, ligadas a célula 

hospedeira. Esta polimerização serve como substrato para a ligação de moléculas de 

miosina conectadas ao complexo interno de membrana do parasita (Sibley, 2003). A 

motilidade de T. gondii durante a invasão ocorre através da aldolase, enzima ligada a 

via glicolítica, que dispara a polimerização local da actina e atua na ligação entre a 

MIC2 e o citoesqueleto do parasita, gerando, assim, a mobilidade necessária para que 

o parasito invada a célula hospedeira (Sibley, 2003). 

Para que ocorra a invasão, a membrana da célula hospedeira invagina-se, no 

ponto de contato com o parasita, originando a estrutura denominada junção móvel. 

Esta junção é composta por proteínas provenientes das róptrias (RONs 2, 4, 5 e 8) e 

dos micronemas (AMA1). Ao atravessar esta região, o parasito sofre uma constrição, 

suportada pelo seu citoesqueleto (Santos et al., 2009). 

Com o progresso da invasão é formado um vacúolo rente ao corpo do parasito, 

denominado vacúolo parasitóforo. Este vacúolo possui composição membranar 

diferenciada, tornando-se não-fusogênico ao sistema endomembranar da célula 

hospedeira. Esta característica é essencial para a sobrevivência de T. gondii, visto 

que as enzimas lisossomais da célula hospedeira não chegam no parasito (Jones & 

Hirsh, 1972; Sibley et al., 1985; Mordue et al., 1999). 

A membrana do vacúolo parasitóforo é formada por componentes oriundos 

tanto do parasita quanto da célula hospedeira. Esta membrana possui a capacidade 

de selecionar a passagem de nutrientes da célula hospedeira para o interior do 
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vacúolo, funcionando como uma “peneira molecular”, permitindo, assim, a nutrição do 

parasito durante seu desenvolvimento. Isto se dá através de poros localizados na 

membrana do vacúolo, que permitem a passagem de solutos de baixo peso molecular. 

Esses poros são oriundos da associação de proteínas presentes no vacúolo 

parasitóforo (Schwab et al., 1994). 

Uma rede tubulovesicular interliga a membrana do parasito e a membrana do 

vacúolo parasitóforo (Mercier et al., 2002; De Souza e Attias, 2015) e funciona como 

uma via de transporte de moléculas entre a célula hospedeira e T. gondii. Esta 

conexão é importante para a nutrição do parasito durante seu ciclo celular (Magno et 

al., 2005). A estabilidade estrutural da rede túbulo vesicular é dada por proteínas 

provenientes dos grânulos densos, entre outras (Mercier et al., 2005; De Souza e 

Attias, 2015). 

A proteína ROP2, secretada pelo parasito e presente na membrana do vacúolo 

parasitóforo, tem sua cauda N-terminal exposta através da membrana do vacúolo, 

inserindo-se na membrana externa da mitocôndria da célula hospedeira. Esta 

associação vacúolo-mitocôndria disponibiliza fonte extra de energia para o 

desenvolvimento do parasito no interior do vacúolo (Beckers et al., 1994). 

Toxoplasma gondii é capaz, ainda, de entrar em células hospedeiras através 

do mecanismo fagocítico (Figura 6, lado direito). A invasão de patógenos por 

fagocitose foi descrita para diversos patógenos intracelulares, como protozoários, 

vírus e bactérias (Finlay & Cossart, 1997; Antoine et al., 1998, Sibley & Andrews, 

2000). Neste processo, T. gondii é interiorizado pela célula hospedeira sem que haja 

reorientação do parasito, diferentemente do que ocorre durante a invasão por 

penetração ativa, na qual o parasito reorienta-se e sua parte apical entra em contato 

com a membrana da célula hospedeira, formando, posteriormente, a junção móvel 

(Sibley, 1998). Na entrada por fagocitose não ocorre a secreção de proteínas pelo 

parasito (Morisaki et al., 1995). Após a ingestão, forma-se um vacúolo largo ao redor 

do parasito. Este vacúolo se converte em fagossomo ao qual, posteriormente, fundem-

se lisossomos, que liberam diversas enzimas hidrolíticas capazes de destruir o 

parasito (Sibley et al., 1985; Morisaki et al., 1995, Mordue & Sibley, 1997; De Souza e 

Attias, 2015). 
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Figura 6: Mecanismos de invasão do Toxoplasma gondii. Na invasão por penetração ativa 

(esquerda), o parasito entra em contato com a célula através de sua parte apical e ocorre a invaginação 

da membrana da célula hospedeira, originando o vacúolo parasitóforo não-fusogênico rente ao corpo 

do parasita e com pH entre 6,8 e 7,0. Durante a invasão por mecanismo endocítico (direita), não ocorre 

reorientação do parasita, que é fagocitado. Neste processo, ocorre a formação de vacúolo endocítico 

largo, ao qual fundem-se lisossomos (círculos), tornando seu pH ácido (5,0) (Sibley, 1998). 

 

2.3.2. Mecanismos de evasão da resposta imune do hospedeiro 

 Toxoplasma gondii é parasita intracelular obrigatório e a resposta imunológica 

contra a infecção, em indivíduos imunocompetentes, é mediada por células, 

principalmente. Com isso, o desenvolvimento de diferentes mecanismos de evasão 

da resposta imunológica do hospedeiro torna-se fundamental para o sucesso da 

infecção. Um deles consiste no tempo de invasão da célula hospedeira, que acontece 

em menos de 30 segundos (Sibley e Andrews, 2000). Este tempo de invasão reduzido 

é fundamental para impedir a ação de anticorpos e de proteínas do complemento. 

Outro fator que torna a infecção por T. gondii ainda mais complexa é a possibilidade 

de contaminação com diversas cepas do parasita, as quais possuem virulência 
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variável (Denkers e Gazzinelli, 1998). A capacidade de se diferenciar de acordo com 

a imunidade do hospedeiro é crucial para o sucesso da infecção e sobrevida do 

parasita. 

 A sinalização desencadeada pela produção de IL-12 é fundamental na 

resistência contra patógenos intracelulares (Sacks e Noben-Trauth, 2002). 

Macrófagos infectados por T. gondii são incapacitados de secretar IL-12, uma 

interleucina fundamental na sinalização que induz a diferenciação de células T em 

Th1 (Seabra et al., 2002; 2004). Além disso, estudos demonstraram que T. gondii é 

capaz de afetar a ativação da sinalização via NF-κB em macrófagos (Seabra et al., 

2002; 2004). A sinalização dependente dessa proteína inclui a codificação de IFN-, 

IL-12, iNOS e TNF- (Sacks e Noben-Trauth, 2002; Seabra et al., 2004). 

Outra forma de inibir a atividade imunológica do hospedeiro ocorre através da 

exposição de Fosfatidilserina (PS) pelo parasita (Seabra et al., 2002; 2004; Dos 

Santos et al., 2011). Através deste mecanismo, T. gondii simula uma célula em 

processo de apoptose, desativa a atividade microbicida do hospedeiro e possibilita o 

prosseguimento da infecção. Este artifício denominado mimetismo apoptótico é 

utilizado por diferentes parasitas protozoários e será descrito a seguir. 

 

2.4. Mimetismo apoptótico: Burlando o sistema imunológico do hospedeiro 

2.4.1. Apoptose 

Organismos multicelulares utilizam a apoptose como principal mecanismo para 

eliminar células danificadas, infectadas ou desnecessárias ao organismo (l, 1992; 

Fesus, 1993; Mangahas & Zhou, 2005). A apoptose pode ocorrer por diferentes 

estímulos, tais como moléculas de ligação em receptores de membrana específicos, 

agentes quimioterápicos, radiação ionizante, danos no DNA, choque térmico, privação 

de fatores de crescimento, baixa quantidade de nutrientes e níveis aumentados de 

espécies reativas de oxigênio (Hengarther, 2000). 

Apoptose é um mecanismo fisiológico essencial que possui papel importante 

no desenvolvimento e homeostasia dos tecidos (Kerr et al., 1972). Neste processo, 

são observadas várias alterações bioquímicas e morfológicas, incluindo o surgimento 

de blebs de membrana, condensação de cromatina e fragmentação nuclear (Kerr et 
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al., 1972) (Figura 7). Outras alterações podem ser observadas, como clivagem 

proteolítica de substratos intracelulares e exposição de PS na membrana plasmática 

da célula apoptótica (Martin et al., 1995). A externalização de PS por células 

apoptóticas ocorre através do aumento de Ca2+ citosólico, promovendo a inibição ou 

clivagem de flipases, enzimas responsáveis pela internalização de PS, e a ativação 

de scramblases, enzimas capazes de externalizar PS (Clark, 2011; Segawa et al., 

2014; Bevers & Willianson, 2016). Essa exposição de PS sinaliza a fagocitose de 

células por macrófagos ou células vizinhas (Fadok et al., 2001; Segawa et al., 2014). 

Este mecanismo resulta não só na absorção da célula apoptótica, mas também induz 

um sinal anti-inflamatório e de supressão de mediadores pró-inflamatórios, evitando a 

destruição tecidual (Krahling et al., 1999; Huynh et al., 2002; Bevers & Willianson, 

2016).  

Figura 7: Processo de apoptose. Uma célula normal recebe a sinalização para ativação de apoptose 

através da via extrínseca (sinalização externa) ou através da via intrínseca (resposta a danos celulares). 

Em seguida, ocorre a retração do conteúdo celular, condensação da cromatina, fragmentação do DNA, 

colapso nuclear, formação de “blebs” de membrana, culminando na formação de corpos apoptóticos. 

A morte celular por apoptose pode ser desencadeada por duas vias: extrínseca 

e intrínseca (Figura 8). A via extrínseca é desencadeada pela ligação de ligantes 

específicos aos receptores de membrana, como os receptores da família do fator de 

necrose tumoral-alpha. Esta ligação ativa uma cascata de caspases, na qual as 

caspases 2, 8, 9 e 10 (iniciadoras) são ativadas com a ajuda de moléculas 

adaptadoras e, assim, clivam e ativam as caspases 3, 6 e 7 (efetoras) responsáveis 
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pela clivagem de várias proteínas, desencadeando, assim, a morte por apoptose 

(Daniel et al., 2001; Budihardjo et al., 1999; Naismith & Sprang, 1998). A via intrínseca 

é ativada por estresse intracelular ou extracelular, como por exemplo, a privação de 

fatores de crescimento, danos no DNA, hipóxia ou ativação de oncogenes. Sinais 

transduzidos em resposta a estas alterações alcançam as mitocôndrias (Hengarther, 

2000). Estes sinais levam à alteração da permeabilidade e ao colapso do potencial da 

membrana mitocondrial, resultando em ruptura e liberação de moléculas pró-

apoptóticas no citosol (Loeffler & Kremer, 2000; Gupta, 2003). Estes eventos 

interferem na homeostase celular, interrompendo a síntese de ATP e aumentando a 

produção de espécies reativas de oxigênio, que induzem a oxidação de 

macromoléculas, tais como proteínas, lipídios e ácidos nucléicos (Green & Kroemer, 

2004) e a ativação da caspase 9 (iniciadora) e, em seguida, das caspases 3, 6 e 7 

(efetoras) (Gottlieb et al., 2000; Kroemer & Reed, 2000; Gottlieb, 2001) 

desencadeando a apoptose. 
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Figura 8. Vias de ativação do processo de apoptose. A sinalização via intrínseca (amarelo) ocorre 

em resposta a estresse celular, ativa os membros efetores da família Bcl-2 (BAX, BAK), levam à 

alteração na permeabilidade da membrana mitocondrial acarretando em seu colapso, que libera 

Citocromo C e outras moléculas pró-apoptóticas no citoplasma. Essas moléculas levam a ativação da 

caspase 9 (iniciadora) e das caspases 3, 6 e 7 (efetoras). A sinalização pela via extrínseca (verde) 

inicia-se com a ligação de ligantes específicos aos receptores de membrana (receptores da família do 

fator de necrose tumoral alfa, por exemplo). Uma cascata de sinalização onde proteínas adaptadoras 

se ligam às caspases iniciadoras (2, 8, 9 e 10), ativando-as, é então disparada. Essas caspases 

iniciadoras, por sua vez, clivam e ativam caspases efetoras (3, 6 e 9). As caspases efetoras levam ao 

colapso do citoesqueleto e à ativação de endonucleases, que clivam o DNA, levando à formação de 

corpos apoptóticos. 

As caspases são proteases de cisteína-aspartato específicas expressas como 

pró-enzimas conhecidas como zimogênios. Estas proteínas são responsáveis pela 

clivagem de inúmeros substratos que têm resíduos de aspartato, conduzindo, por 

exemplo, a condensação e fragmentação de DNA (Enari et al., 1998; Liu et al., 1997) 

e externalização de PS através da clivagem de flipases (Segawa et al., 2014). A 

externalização de PS sinaliza a apoptose e induz a fagocitose destas células por 

células vizinhas ou por fagócitos profissionais (Nicholson & Thornberry, 1997; 

Boatright & Salvesen, 2003). 
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2.4.2. Apoptose-like 

A morte celular por apoptose-like foi descrita em diferentes microrganismos, 

tais como levedura (Frohlich & Madeo, 2000; Madeo et al., 1999), apicomplexas (Picot 

et al., 1997; Peng et al., 2003), cinetoplastídeos (Ameisen et al., 1995; Arnoult et al., 

2002) e em microrganismos de outros filos, tais como Trichomonas (Chose et al., 

2003; Mariante et al., 2003; 2005), Giardia (Chose et al., 2003) e Entamoeba (Huston 

et al., 2000). As características de apoptose nestes organismos são colapso no 

potencial de membrana da mitocôndria e degradação do DNA (Arnoult et al., 2002; 

Picot et al., 1997). Isso ocorre durante condições de estresse ou no desenvolvimento 

normal do parasito.  

 Outras situações podem induzir a apoptose em microrganismos, tais como o 

tratamento com agentes quimioterápicos. O tratamento de macrófagos infectados com 

L. donovani com antimoniais pentavalentes induz à liberação de espécies reativas de 

oxigênio pelo parasito, perda do potencial de membrana mitocondrial e aumento de 

Ca2+ citosólico. De maneira semelhante, foi demonstrado que veneno de B. jararaca 

induz a condensação citoplasmática, perda de potencial de membrana, exposição de 

PS, ativação de caspase 3 like e fragmentação nuclear em T. cruzi (Deolindo et al., 

2005; 2010). Essas mudanças são observadas em células que morrem por apoptose 

(de Freitas Balanco et al., 2001; Sudhandiran & Shana, 2003; Wanderley et al., 2006; 

Wanderley & Barcinski, 2010). 

 

2.4.3. Mimetismo apoptótico 

Fosfatidilserina (PS) é um fosfolipídio presente na membrana plasmática e 

possui grande importância no processo de sinalização que envolve a captação de 

células apoptóticas (Fadok et al., 2001; Frey e Gaipl, 2011; Clark; 2011). A exposição 

de PS na face externa da membrana plasmática é considerada de fundamental 

importância na sinalização imunossupressiva na eferocitose, no câncer e em doenças 

infecciosas (Birge et al., 2016; Bevers & Willianson, 2016). Possui também papel 

chave na formação de miotúbulos (Van Den Eijnde et al., 2001), transdução de sinal 

em linfócitos não apoptóticos (Elliott et al., 2005), ativação de plaquetas (Lentz, 2003), 

capacitação espermática (Gadella & Harrison, 2002) e é descrito como mecanismo de 

evasão de alguns parasitos (de Freitas Balanco et al., 2001; Seabra et al., 2004; 
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DaMatta et al., 2007; Wanderley et al., 2006; 2009; Santos et al., 2011; Birge et al., 

2016). 

A fagocitose por macrófagos de células em processo de apoptose induz 

resposta anti-inflamatória através da sinalização inicializada pelo reconhecimento de 

PS externalizada na membrana da célula ou corpo apoptótico (Fadok et al., 1998). Um 

dos eventos inibidos durante a fagocitose de células apoptóticas é a produção de 

óxido nítrico (NO), agente microbicida produzido por macrófagos (Fadok et al., 1998). 

A produção de NO ocorre na presença de L-arginina e da enzima NO sintase induzível 

(iNOS) (MacMicking et al., 1997). Em organismos unicelulares, foi proposto um tipo 

de morte no qual uma parte da população morre por apoptose-like, expõe PS, desativa 

a resposta microbicida do hospedeiro, e beneficia o restante da população parasitária, 

que não morre e estabelece a infecção. Esta morte “altruísta” ocorre em levedura 

(Frohlich & Madeo, 2000) e tripanossomatídeos (Moreira et al., 1996, Das et al., 2001; 

Dos Reis e Barcinski, 2001; Wanderley et al., 2010), foi sugerido que esses 

organismos utilizam este tipo de morte para controlar a densidade da população no 

hospedeiro e, assim, beneficiar a infecção. Em 2001, De Freitas Balanco e cols. 

demonstraram pela primeira vez, em L. amazonensis, que a exposição de PS pode 

ocorrer sem morte por apoptose. De acordo com esse grupo, amastigota de L. 

amazonensis, forma do parasito responsável pelo crescimento e infecção em 

hospedeiros mamíferos, foi capaz de escapar da atividade microbicida dos fagócitos. 

Essas amastigotas são capazes de expor PS, de um modo semelhante ao que ocorre 

em células apoptóticas, inibindo a atividade pro-inflamatória dos macrófagos. Este 

processo foi denominado mimetismo apoptótico (de Freitas Balanco et al., 2001) 

(Figura 9). Desde então esse processo foi mostrado em outros parasitos, tais como T. 

gondii (Seabra et al., 2004; Santos et al., 2011) e T. cruzi (DaMatta et al., 2007). 
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Figura 9. Apoptose e Mimetismo apoptótico. Na fagocitose de células apoptóticas a fosfatidilserina 

(PS) exposta na face externa da membrana é reconhecida pelo macrófago (1), que secreta citocinas 

anti-inflamatórias e PGE2 (2), e a célula em apoptose é degradada silenciosamente (3). No mimetismo 

apoptótico, o parasito expõe PS e é reconhecido pelo macrófago como uma célula apoptótica (1). 

Ocorre, assim a secreção de agentes antiinflamatórios, que desativam a atividade microbicida do 

organismo (2). Isto permite que os parasitos se desenvolvam no interior destas células (3). 

 

2.4.3.1. Mimetismo apoptótico em Toxoplasma gondii 

A produção de NO por macrófagos ativados controla o desenvolvimento da 

infecção por T. gondii (Adams et al., 1990). No entanto, a infecção por T. gondii pode 

influenciar na via de sinalização que induz a produção de NO por macrófagos 

(DaMatta et al., 2000; Seabra et al., 2002; 2004; Dobbin et al., 2002; Lüder et al., 2003; 

Guillermo & DaMatta, 2004; Santos et al., 2011; Padrão et al., 2014). Através da 

sinalização promovida pela exposição de PS na membrana plasmática de parte da 

população total de parasitos, é desencadeada a inibição parcial da produção de NO 

por macrófagos ativados, envolvendo diminuição da expressão de iNOS (Seabra et 

al., 2002; 2004). Este processo é dependente da invasão ativa do parasito na célula 

hospedeira (Seabra et al., 2002; Santos et al., 2011). Microglias também expressam 

iNOS com o estímulo pró-inflamatório, resultando na produção de níveis elevados de 

NO. Embora o NO seja um agente microbicida importante para a defesa, presente em 
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quase todos os tecidos, a sua elevada produção pode causar lesão tecidual. Apesar 

do potencial de toxicidade, a neurodegeneração não acontece durante a infecção 

crônica por T. gondii, pois não existe resposta imune contínua, permitindo a 

persistência do parasito no interior do sistema nervoso central (Rozenfeld, et al., 

2005). A infecção por T. gondii de micróglias ativadas por IFN-γ resulta na 

translocação de Smad 2 para o núcleo, degradação da iNOS, inibição da produção de 

NO e preservação neuronal (Rozenfeld, et al., 2005). Estes eventos contribuem para 

a harmonia na interação parasito-hospedeiro (Brionne et al., 2003). 

Macrófagos infectados por T. gondii produzem TGF-β (Bermudez et al., 1993) 

e eicosanóides (Thardin et al., 1993). Estas substâncias são desativadoras de 

macrófagos (Bonta & Parnham, 1978; Ashcroft, 1999). A infecção por T. gondii induz 

a síntese deste fator autócrino, resultando na inibição da produção de NO. Macrófagos 

infectados com T. gondii tratados com anti-TGF-β1 (anticorpo neutralizante) tiveram a 

inibição da expressão de iNOS e despolimerização da actina abolidas (Seabra et al., 

2004). Proteínas Smad foram identificadas como os principais mediadores 

intracelulares de sinalização de TGF-β1 (Roberts, 1999). Smad 3 tem papel central na 

inibição da atividade promotora de iNOS em macrófagos ativados tratados com TGF-

β (Werner et al., 2000). Smad 3 teve o nível de expressão aumentado em macrófagos 

infectados com T. gondii após 2h de infecção. Isto indica que a sinalização de TGF-

β1 é ativada pela infecção desse parasito (Seabra et al., 2004). 

Diferentes fatores de transcrição participam na regulação do promotor de iNOS. 

Um deles é o Fator Nuclear Kappa beta (NF-k). A redução na expressão de iNOS 

(Seabra et al., 2002; Lüder et al., 2003) e redução na translocação de NF-k para o 

núcleo após ativação por LPS foi demonstrada em macrófagos infectados por T. gondii 

(Dobbin et al., 2002; Butcher et al., 2001; Shapira et al., 2002). Macrófagos ativados 

infectados por T. gondii mostram menos NF-k no núcleo, quando comparados com 

células não infectadas. O tratamento com anti-TGF-β1 manteve a presença de NF-k 

nos núcleos de macrófagos infectados (Seabra et al., 2004). Estes trabalhos 

mostraram que T. gondii inibe a produção de NO por exposição de PS, e este evento 

induz a produção autócrina de TGF-β1, que regula o estado microbicida em 

macrófagos.  
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A população total de T. gondii é composta por duas subpopulações com 

funções distintas: a que expõe PS na face externa de sua membrana plasmática 

(PS+), e a que não expõe (PS-). Foi demostrado que camundongos infectados com 

uma das subpopulações isoladas resistem por menos tempo à infecção, quando 

comparados a camundongos infectados com a população total de parasitos, da 

seguinte forma: Parasitas PS+ invadem ativamente as células hospedeiras, inclusive 

macrófagos, onde desempenham o mimetismo apoptótico e desativam a atividade 

microbicida do organismo. Em contrapartida, parasitas PS- não são capazes de 

invadir células hospedeiras ativamente, e dependem da atividade endocítica dessas 

células. Macrófagos que fagocitam parasitos PS- sinalizam a atividade microbicida no 

organismo. Camundongos C57/BL6 são capazes de sobreviver mais tempo à infecção 

pela população total de T. gondii, quando comparados à camundongos da mesma 

linhagem infectados com a subpopulação PS+ ou PS-. Assim, ambas as 

subpopulações são fundamentais para a sobrevida dos parasitas e do hospedeiro, 

visto que a resposta imunológica desencadeada pelos parasitos PS- controla a 

proliferação dos parasitos PS+ no organismo (Santos et al., 2011). Esses resultados 

mostraram que o mimetismo apoptótico é fundamental para o sucesso da infecção por 

T. gondii. 
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3. JUSTIFICATIVA 

Apesar de demonstrada a importância do mimetismo apoptótico para o sucesso 

da infecção por T. gondii, ficou claro que a exposição de PS precisa ocorrer de forma 

controlada, de modo a haverem parasitas que expõem e que não expõem o fosfolipídio 

dentro da população total de parasitas, garantindo a sobrevida dos parasitas e do 

hospedeiro. O mecanismo de controle e exposição de PS não havia sido elucidado 

até então. Assim, o foco deste trabalho foi compreender a maquinaria utilizada por T. 

gondii para execução deste mecanismo de evasão. 
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4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo geral 

 Elucidar a origem das subpopulações PS+ e PS- em taquizoítas de 

Toxoplasma gondii. 

4.2. Objetivos específicos: 

1. Verificar, por citometria de fluxo, o tamanho, complexidade interna e a 

quantidade de material genético nas subpopulações isoladas de T. gondii; 

2. Quantificar, por espectrofotometria, o material genético presente nas 

subpopulações isoladas de T. gondii; 

3. Analisar a variação no percentual de parasitas que expõem PS ao longo do 

ciclo celular, pós infecção in vitro, por citometria de fluxo; 

4. Verificar se há relação entre a resposta imunológica do hospedeiro e o 

percentual de parasitas que expõem PS por citometria de fluxo, através de teste 

in vivo com diferentes linhagens de camundongos; 

5. Analisar a expressão de flipase (tg_224190) nas subpopulações de T. gondii por 

reação em cadeia da polimerase (pcr) e eletroforese em gel; 

6. Construir T. gondii mutante com sequência de flipase (tg_224190) adicionada à 

uma sequência detectável (tag-HA); 

7. Analisar por imunofluorescência a localização da flipase (tg_224190) em T. 

gondii. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1. Células LLC-MK2 

Células epiteliais de rim de macaco Rhesus (Macaca mulatta), LLC-MK2 (ATCC 

CCL7, Rockville, MD/EUA) foram cultivadas em meio DMEM suplementado com soro 

fetal de bovino (SFB) a 10%, 5% de CO2 a 37˚C. As células multiplicavam-se até a 

formação de monocamada, aderente à superfície do frasco de cultura. A subcultura 

dessas células originava-se de culturas confluentes, enquanto a infecção com o 

parasito era realizada em culturas subconfluentes. As células eram subcultivadas, a 

partir de suspensões celulares obtidas por tripsinização dos frascos de células em 

monocamada. 

5.2. Taquizoítas de Toxoplasma gondii 

 Taquizoítas de T. gondii (Cepa RH) foram mantidos por passagens 

intraperitoneais em camundongos suíços (CF-1) de três semanas de idade. Após 48h 

de infecção, os parasitos eram coletados em solução salina tamponada (PBS) através 

de lavagem peritoneal. O lavado peritoneal passava por centrifugação (100g; 5 min; 

4°C), para a retirada das células e restos celulares peritoneais e o sobrenadante 

coletado era novamente centrifugado (1000g; 10 min; 4°C), para a obtenção das 

formas taquizoítas. Os parasitos contidos no pellet eram ressuspensos em meio de 

cultura DMEM (do inglês Dulbecco's Modified Eagle's Medium) e uma amostra era 

fixada (4% de formaldeído nascente em PBS) para quantificação através da câmara 

de Neubauer ao microscópio óptico Axioplan – ZEISS. Os dados da quantificação 

serviam para ajuste da proporção de parasitos utilizada nos ensaios antiproliferativos. 

A utilização de camundongos para passagens de taquizoítas de T. gondii, 

possibilitando a execução deste trabalho, foi aprovada pela Comissão de Ética de Uso 

de animais (CEUA) do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho (código: IBCCF99). 

 

5.3. Isolamento das subpopulações PS + e PS- 

Parasitos foram coletados de camundongos infectados, como descrito acima, 

e 2 x 108 taquizoítas foram incubados com anexina - V conjugada à microesferas 

magnéticas (Miltenyi Biotec). Após 40 min, a suspensão de células foi adicionada à 

uma coluna magnética, mantendo apenas os parasitos PS+ aderidos à coluna; 
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parasitos PS- foram eluídos, coletados e salvos. Parasitas PS+ foram retirados da 

coluna usando as instruções do fabricante. 

5.4. Determinação do estádio de ciclo celular das subpopulações de parasitas 

por citometria de fluxo 

Após o isolamento das subpopulações PS+ e PS- de T. gondii, os parasitas 

foram fixados em solução de etanol à 70% em água deionizada e mantidos à -20°C 

por, pelo menos, 12hs. Em seguida, os parasitos foram centrifugados para retirada do 

etanol (6500 rpm por 5 min em microcentrífuga eppendorf) e ressuspensos em 

solução de 50µM Tris, pH 7.5, contendo iodeto de propídio (0,1mg/ml). Após, foi 

adicionada RNAse cocktail (RNAse A, RNAse T1, Ambion corp., Austin TX) na 

proporção de 1:100 da solução de ligação por 30min. A análise foi realizada por 

citometria de fluxo e os dados analisados no programa WinMDI. 

5.5. Análise por citometria de fluxo da variação da exposição de PS em T. gondii 

em diferentes tempos pós-infecção.  

Frascos de cultura de células de 25 cm2 contendo células LLC-MK2 em 

confluência foram infectadas com 106 taquizoítas de T. gondii. Após 1h, as interações 

foram lavadas para retirada dos parasitas que não penetraram nas células. Em 

seguida, foi adicionado meio de cultura (DMEM) contendo Pirrolidina ditiocarbamato 

de potássio (PDTC), uma droga que interrompe, reversivelmente, a divisão do 

parasito, mantendo-o na fase G1. Após 6h, as culturas foram lavadas para retirada 

completa da droga. Nos tempos de 1, 6, 9 e 12hs após a retirada da droga, as culturas 

foram raspadas para obtenção dos parasitas, que foram purificados e incubados por 

1h, em temperatura ambiente, com annexina – V/FITC. Após a incubação, os 

parasitas foram submetidos à citometria de fluxo para quantificação da exposição de 

PS pelos mesmos. Os dados foram analisados no programa WinMDI.  

5.6. Quantificação do material genético presente nas subpopulações isoladas 

de T. gondii por espectrofotometria 

A extração de DNA da população total e das subpopulações PS+ e PS- de T. 

gondii foi realizada com a utilização do QIAamp DNA mini Kit (Qiagen Inc, Valencia, 

US), seguindo o protocolo cedido pelo fabricante. A quantificação de DNA foi realizada 

por espectrofotometria, em NanoDrop. 

5.7. Análise por bioinformática e eleição da flipase para o estudo 
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 Por bioinformática, foi realizado o Blast (alinhamento de regiões com 

sequências similares - NCBI) a partir da flipase P4 de humano (responsável pela 

internalização de PS), contra o genoma de T. gondii. A sequência com maior 

similaridade (TGME49_224190) foi analisada no ToxoDB, para obtenção dos dados 

relativos à expressão gênica dessa proteína em T. gondii.  

5.8. Avaliação da expressão de flipase nas subpopulações isoladas de T. gondii 

 Após o isolamento das subpopulações PS+ e PS- de T. gondii, o RNA total do 

parasita foi obtido a partir do kit RNAEasy (Qiagen) conforme instruções do fabricante. 

Em seguida, 2 µg de RNA purificado foi submetido à transcrição reversa (RT)-PCR 

(60 min de transcrição reversa à 42 °C, utilizando Moloney murine leukemia virus 

reverse transcriptase - M-MLV RT, Promega). O cDNA resultante foi amplificado 

utilizando-se Expand High Fidelity PCR (Roche), com os iniciadores ToxFLIP_F 

(5’CTCGGTCTTGACTACGTTTCC3’) e ToxFLIP_R 

(5’GTGAGATCCCTTCGGCTG3’). Os produtos do PCR foram analisados por 

eletroforese em gel. 

5.9. Microscopia eletrônica de varredura  

Após 24h de interação entre macrófagos peritoneais de camundongos e taquizoítas 

de T. gondii, as amostras foram fixadas em solução contendo 2.5% de glutaraldeído 

em tampão cacodilato de sódio 0.1 M, pH 7.4, desidratadas em concentrações 

crescentes de acetona (de 30 a 100%), por 20 minutos em cada etapa, secas usando 

ponto crítico de CO2, montadas em stubs. As amostras foram cobertas com ouro (20–

30 nm) para observação em Microscópio Eletrônico de Varredura Jeol JSM 6490LV. 

5.10. Análise da influência da resposta imunológica do hospedeiro na exposição 

de PS por T. gondii. 

 Três linhagens com comportamentos imunológicos distintos frente à infecção 

por T. gondii foram utilizadas neste experimento: Balb/C, CF1 e C57-BL6. Seis 

camundongos de cada linhagem foram infectados com 103 parasitas, cepa RH. Dois 

dias após a infecção, os parasitas foram obtidos através de lavado peritoneal, 

centrifugados à 800 rpm/10min, ressuspendidos em PBS e quantificados em câmara 

de Neubauer. Em seguida, 104 parasitas foram incubados com Anexina-V FITC por 1 

hora, e com iodeto de propídio por 5 minutos. Após, material incubado contendo os 

parasitas oriundos de cada uma das cepas de camundongos utilizadas foi analisado 
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em um citômetro de fluxo FACScalibur – UEZO. A utilização dos animais para 

realização deste experimento foi aprovada pela Comissão de Ética de Uso de animais 

(CEUA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense. 

5.11. Construção de T. gondii com sequência de flipase (tg_224190) adicionada 

a um tag HA 

 Um tag-HA foi adicionado à sequência da flipase para formação de um vetor de 

expressão detectável deste gene. Para isso, o cDNA da flipase foi clonado no vetor 

p7TetOS1 e p7TetOS4, depois do promotor de indução. Foi realizado PCR utilizando-

se oligonucleotídeos ToxFlipHA-as (antisense) e ToxFlipHA-s (sense). Os 

fragmegmentos resultantes do PCR foram digeridos por Nsil e religados, resultando 

nos vetores de expressão T7S1ToxFlipHA e T7S4ToxFlipHA, respectivamente. A fim 

de gerar parasitos estáveis com cada construção, foi realizada uma co-transfecção de 

60µg de T7S1ToxFlipHA ou T7S4ToxFlipHA com 30 µg de pDHFR (Donald and Roos, 

1993). A construção flipase-HA foi baseada no vetor pT230CAT (Soldati e Boothroyd, 

1995), no qual as regiões 5’UTR e 3’UTR foram amplificadas e inseridas nos sítios de 

restrição Kpnl e BamHl/Notl, respectivamente. 30 µg da construção ToxFlipHACAT foi 

transfectada e, em seguida, foi realizada a seleção por CAT. Parasitos ToxFlipHA 

foram isolados, para obtenção de um grupo estável de transfectantes, por diluição 

limitante e identificados via PCR genômico usando combinações de nucleotídeos. 

Parasitos Flip-HA foram avaliados em ensaios de imunoblot e imunofluorescência 

para confirmar a expressão de ToxFlipHA. Os primers utilizados foram: Flip_5’F_1000: 

5’ GGTCTTGCCAGATCGTCAAG 3’; Flip_5’F_2000: 5’ 

TTAAATTCGTCTTACAAGCGTAGG 3’; Flip_5’R: 5’ 

CCGCGGGCGGGTTTGAATGCAAGGTTTCGTGCTGAAAGGAGACTGAAAATGAA

GAGAAC 3’; Flip_3’F: 5’ 

GTTCTGGCAGGCTACAGTGACACCGCGGTGGGAGGAGCGCAGAACGAAG 3’; 

Flip_3’R_2000: 5’ TCTTGTCTATCTGCAAGAACGG 3’; Flip_3’R_1000: 5’ 

ATGCAGGCACTCGTTACG 3’. 
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5.12. Análise por imunofluorescência da localização da flipase (tg_224190) em 

T. gondii 

 Células LLC-MK2 foram infectadas com taquizoítas e, após 48 h, lavadas com 

PBS e fixadas com 4 % de formaldeído nascente em tampão PHEM (60mM Pipes, 

20mM Hepes, 10mM EGTA, 5 mM MgCl2, e 70mM KCl, pH 7.2). Após fixação, as 

lamínulas foram lavadas, permeabilizadas com Triton X-100 2% em tampão PHEM, e 

incubadas com 50 mM de Cloreto de Amônio (NH4Cl) por 30 min, em seguida com 

Soro Albumina Bovina (Sigma) 3% em tampão PHEM (PHEM-BSA) por 30 min a 

temperatura ambiente. Após a incubação com os bloqueios, as células foram 

incubadas por 1 h com anti-HA (rabbit - Sigma–Aldrich Co., St. Louis, MO, USA - 

diluição 1:1000) e com o anticorpo monoclonal de camundongo anti-IMC1 (Mouse - 

diluição 1:1000) (cedido gentilmente por Dr. Gary Ward, Universidade de Vermont, 

USA). Em seguida, as células foram incubadas com anticorpo secundário de cabra 

anti-coelho conjugado com Alexa-546 (diluição 1:100) (Molecular Probes) e com 

anticorpo rabbit anti-mouse Alexa488 (diluição 1:100 - Molecular Probes). Após 

marcação, as células foram lavadas com PBS e as lamínulas foram montadas com o 

reagente “ProLong® Gold antifade” (Invitrogen) com 4',6-diamidino-2-fenil-indol 

(DAPI) e observadas no microscópio Zeiss Axioplan equipado com contraste 

diferencial de interferência e iluminação epifluorescente e lâmpada de mercúrio 

HBO100. 
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6. RESULTADOS 

6.1. Análise por citometria de fluxo do tamanho e complexidade interna das 

subpopulações PS+ e PS- de T. gondii 

 Através da análise dos gráficos gerados, podemos observar que parasitas PS+ 

(Figura 10 B, azul) são menores e possuem complexidade interna (granulosidade) 

inferior, quando comparados à parasitas PS- (Figura 10 B, preto). 

 

Figura 10: Toxoplasma gondii PS+ são menores em tamanho e complexidade interna quando 

comparados aos PS-. Através da marcação de PS em T. gondii e análise por citometria de fluxo, 

observa-se que os parasitas PS+ são menores e possuem complexidade interna inferior (B – Azul) 

quando comparados aos parasitas PS- (B – Preto).  

  



32 

 

6.2. Determinação do estádio de ciclo celular das subpopulações de 

Toxoplasma gondii. 

 Observa-se que parasitas PS+ (Figura 11 A, vermelho) possuem quantidade 

de material genético muito inferior à quantidade encontrada na subpopulação PS- 

(Figura 10 B, verde). Nota-se, ainda, que pode haver uma pequena quantidade de 

parasitas PS+ contidos na subpopulação PS- (Figura 11 B, vermelho). Na figura 11 C, 

fica evidente o pico de fluorescência em torno de 60 na subpopulação PS+ e em 400, 

na subpopulação PS-. 

 

 

Figura 11: Determinação do estádio de ciclo celular das subpopulações de Toxoplasma gondii 

por citometria de fluxo. (a) Fluorescência relativa à marcação com PI do material genético contido na 

subpopulação PS+ (vermelho = população de parasitas). (b) Fluorescência relativa à marcação com PI 

do material genético contido na subpopulação PS- (vermelho = possível população de parasitas PS+; 

verde = populações de parasitas PS-). (c) Fluorescência relativa às subpopulações isoladas de T. gondii 

após marcação com PI. Nota-se o pico de fluorescência da subpopulação PS+ em torno de 60 

(vermelho) e pico de fluorescência da subpopulação PS- entre 360 e 440 (verde). Dados 

representativos de três experimentos distintos. 
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6.3. Quantificação de DNA das subpopulações isoladas de Toxoplasma gondii  

 Os resultados (Figura 12) mostraram quantidade superior de DNA na 

subpopulação PS- (4,7 ng/µl), em comparação com a subpopulação PS + (2,6 ng/µl). 

 

 

 

Figura 12. Análise quantitativa do DNA das subpopulações de Toxoplasma gondii por 

espectrofotometria. Observe que a subpopulação PS- (Azul, 4,7 ng/µl) possui, aproximadamente, o 

dobro da quantidade de DNA contida na subpopulação PS+ (Vermelho, 2,6 ng/µl). Dados 

representativos de três experimentos distintos. *p≤0,05 
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6.4. Análise da exposição de PS em diferentes estádios do ciclo celular das 

subpopulações isoladas de Toxoplasma gondii durante interação com células 

LLC-MK2. 

 Observe que há aumento significativo da exposição de PS após 12h de 

interação a variação do percentual de parasitas PS+ ao longo do tempo (Figura 13). 

 

 

Figura 13. Análise da exposição de PS em diferentes estádios do ciclo celular das 

subpopulações isoladas de Toxoplasma gondii durante interação com células LLC-MK2. A. 

Análise por citometria de fluxo da exposição de PS por T. gondii em diferentes tempos pós-infecção. 

Note que somente após o período de 12h houve aumento expressivo na exposição de PS por T. gondii. 
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6.5. Análise do mecanismo de invasão da subpopulação PS- de T. gondii durante 

interação com macrófagos peritoneais de camundongos. 

 Com esse resultado, observa-se que o parasita, em fase de divisão, é 

fagocitado pelo macrófago.  

 

 

Figura 14: Macrófago fagocitando parasita PS-. Observe que o parasita encontra-se na fase M/C 

(mitose/citocinese) e seu complexo apical está voltado para a região oposta à célula hospedeira (seta).  
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6.6. Análise da relação entre a resposta imunológica do hospedeiro e a 

exposição de PS por taquizoítas de T. gondii 

 Os resultados (Figura 15) demonstram que a exposição de PS não se altera 

significamente após a infecção em diferentes linhagens de camundongos. 

 

Figura 15: Relação entre a resposta imunológica do hospedeiro e a exposição de PS por T. 

gondii. Não houve alteração significativa no percentual de parasitas que expõem PS (*p≥0,05). 
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6.7. Localização da flipase com papel fundamental para translocação de PS em 

T. gondii. 

 Na figura 16A, observa-se oscilação na expressão de flippase. Este dado é um 

indício que a maior expressão de flipase nas fases de divisão do parasita pode ser a 

causa da ausência de PS na face externa da membrana do parasita (PS-). Podemos 

observar, ainda, que o perfil de expressão da flipase varia de acordo com a cepa de 

T. gondii (Figura 16 B). 

  

 

Figura 16: Perfis de expressão da flipase TGME49_224190. Em A, há oscilação no percentual de 

expressão ao longo do tempo, durante as fases da divisão do parasita por endodiogenia. Em B, há 

diferença no percentual de expressão dessa flipase em diferentes cepas do parasita. Fonte: 

ToxoDB.com  
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6.8. Análise da expressão da flipase TGME49_224190 nas subpopulações PS+ e 

PS- de taquizoítas de T. gondii  

 O resultado demonstrou que há maior expressão de mRNA de flipase nos 

parasitas PS- (Figura 17). 

 

 

Figura 17: Expressão de mRNA de flipase nas subpopulações isoladas e na população 

total de T. gondii por RT-PCR e eletroforese em gel. Controle negativo sem a enzima 

transcriptase reversa. Resultado representativo de três experimentos independentes. 
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6.9. Análise da localização da flipase TGME49_224190 em taquizoítas de T. 

gondii mutantes. 

 Por imunofluorescência, podemos observar que: parasitas em fase de divisão 

(Figura 18, seta larga) apresentam a marcação para flipase mais dispersa pelo corpo 

do parasita; Parasitas que não estão em fase de divisão (Figura 18, seta fina) 

apresentam marcação mais pontual. 

 

Figura 18: Imunofluorescência para localização de flipase (Tg_224190) em T. gondii. A- 

representação esquemática da sequência Tg_224190 acrescida da sequência detectável HA. Em B, 

observa-se que em parasitas que não se encontram em fase de divisão, a marcação para flipase 

encontra-se mais dispersa no citoplasma e, em parasitas que não aparentam estar em fase de divisão, 

a marcação é mais pontual. B – HA- flipase; C – IMC2; D – DAPI; E – Contraste de fase; F – 

Sobreposição das imagens.  
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7. DISCUSSÃO 

 A Toxoplasmose afeta cerca de um terço da população mundial, causando 

maiores danos em imunodeprimidos, gestantes e animais de importância econômica 

(Lyons e Johnson, 1995; Sibley et al., 2010). Tal distribuição da doença se dá pela 

grande capacidade adaptativa do parasita causador ao longo dos anos. Toxoplasma 

gondii é intracelular obrigatório, capaz de causar a infecção em animais 

homeotérmicos e possui diversos mecanismos para evadir-se da resposta imune do 

hospedeiro (Tenter et al., 2000; Carruthers et al., 2002; De Souza et al., 2010). Dentre 

esses mecanismos, o foco do nosso grupo é o mimetismo apoptótico, artifício que o 

parasita utiliza para promover a mesma sinalização anti-inflamatória que é induzida 

através do reconhecimento de fosfatidilserina (PS) exposta por células em processo 

de apoptose (Seabra et al., 2004; Santos et al., 2011). Assim, parte da população total 

de parasitas expõe PS em sua membrana (PS+) e parte não (PS-). Vimos que as 

subpopulações, PS+ e PS-, invadem células de maneiras distintas e que ambas são 

fundamentais para o sucesso da infecção e sobrevida dos parasitas e do hospedeiro 

(Santos et al., 2011). Desde então, nosso objetivo foi descobrir quais os mecanismos 

envolvidos no controle de exposição de PS em taquizoítas de T. gondii.  

 Gaji e colaboradores demonstraram em 2010 que a expressão gênica varia de 

acordo com a evolução do ciclo celular do parasita onde, na fase G1, a expressão 

gênica é voltada para a invasão e sobrevivência extracelular, enquanto parasitas em 

fase de divisão (S, M/C) possuem a expressão voltada para a divisão celular e 

sobrevivência no ambiente intracelular. Com base nesses dados, decidimos analisar 

se a exposição de PS possui relação com o ciclo celular do parasita, visto que 

parasitas PS+ são mais invasivos e comportam-se como os parasitas na fase G1 

descritos por Gaji, enquanto os parasitas PS- comportam-se como os parasitas nas 

fases de divisão. Duas questões foram delimitadas: A primeira possuía relação com o 

mecanismo utilizado pelo parasita para controlar a exposição de PS, visto que tanto 

parasitas PS+ quanto PS- são fundamentais para o sucesso da infecção. A segunda 

era mais específica e tinha como objetivo esclarecer a maquinaria utilizada pelo 

parasita para expor/internalizar PS. 

 O primeiro passo deste trabalho foi verificar, por citometria de fluxo, o tamanho 

e a complexidade interna das subpopulações PS+ e PS- de taquizoítas de T. gondii. 
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Com o resultado observamos que parasitas PS+ possuem tamanho e complexidade 

interna menores que o restante da população. Em seguida, ainda por citometria, 

realizamos a análise qualitativa do material genético presente em cada uma das 

subpopulações e, assim, confirmamos que parasitas PS+ e PS- encontravam-se em 

diferentes fases de seu ciclo celular, visto que parasitas na fase G1 possuem menor 

quantidade de material genético quando comparados à parasitas nas fases S e M/C 

(divisão) (Gaji et al., 2010). 

 A fim de corroborar o resultado anterior, o material genético de cada uma das 

subpopulações foi purificado e quantificado por espectrofotometria. O resultado 

demonstrou que parasitas PS+ possuem praticamente metade da quantidade de 

material genético, quando comparados aos parasitas PS-. Assim, confirmamos o 

resultado anterior demonstrando que parasitas PS- encontram-se em fase de divisão, 

enquanto parasitas PS+ não. 

 Um novo experimento foi realizado para estabelecermos a relação entre 

exposição de PS e o ciclo celular do parasita, onde a exposição de PS foi analisada 

em diferentes tempos pós-infecção, por citometria de fluxo. Verificamos que a 

exposição de PS realmente varia com o tempo de infecção, acompanhando os 

estádios de desenvolvimento do parasita. 

 Em 1995, Sibley descreveu duas formas de invasão desempenhadas por T. 

gondii:  A penetração ativa, onde o parasita entra em contato com a célula através de 

sua porção apical, invaginando a membrana da célula hospedeira e formando o 

vacúolo parasitóforo não-fusogênico; e a penetração dependente do mecanismo 

endocítico da célula hospedeira, onde não ocorre reorientação do parasita, que é 

fagocitado. Em 2011, descrevemos que somente parasitas PS+ são capazes de 

invadir células ativamente, enquanto parasitas PS- dependem do mecanismo 

endocítico da célula hospedeira (Santos et al., 2011). Através da interação in vitro 

entre T. gondii e macrófagos peritoneais de camundongo e posterior análise por 

microscopia eletrônica de varredura, observamos que parasitas em fase de divisão 

são fagocitados e que a reorientação do parasita não é necessária para o processo. 

As características invasivas apresentadas por parasitas em fase de divisão são as 

mesmas descritas para parasitas PS- (Santos et al. 2011), sendo este mais um indício 

que a exposição de PS é dependente do ciclo celular do parasita. 
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 Wanderley e Barcinski (2010) descreveram que, em Leishmania, a exposição 

de PS pelo parasita possui relação com a resposta imunológica do hospedeiro em 

reação à infecção. Nenhum dado havia sido apresentado, até então, quanto à 

influência direta da resposta imunológica do hospedeiro sobre a exposição de PS por 

T. gondii e, portanto, realizamos um teste in vivo para verificar se esta relação entre 

resposta imunológica e exposição de PS ocorre. Para tal, infectamos três diferentes 

linhagens de camundongos que respondem de formas distintas à infecção por T. 

gondii: a linhagem C57-BL6 é mais susceptível à infecção, a CF1 possui 

suceptibilidade mediana e a linhagem BALB-C é a menos susceptível (Welter et al., 

2007). Os parasitas recuperados do peritônio dos camundongos foram marcados com 

annexin-V e analisados por citometria de fluxo. Não houve diferença significativa entre 

o percentual de parasitas PS+ coletados das diferentes linhagens de camundongos, 

indicando que a resposta imunológica do hospedeiro não possui relação direta com a 

exposição de PS por taquizoítas de T. gondii. 

 Partindo dos resultados anteriores, iniciamos a segunda fase do projeto, 

buscando elucidar o mecanismo de exposição de PS por T. gondii. Para tal, uma 

busca foi realizada com o intuito de encontrar o principal translocador de PS, a flipase 

P4 (Clark, 2011), em taquizoítas de T.gondii. Esta flipase é responsável pela 

internalização de PS na membrana celular de organismos multicelulares. Através de 

análise no banco de dados ToxoDB e da ferramenta blast, chegamos à flipase 

tg_224190, que apresentou maior similaridade com a flipase P4. De acordo com os 

gráficos depositados no ToxoDB para esta flipase, observa-se que sua expressão 

varia de acordo com o ciclo celular do parasita, sendo mais expressa nas fases de 

divisão (S, M) e menos expressa na fase G1 inicial e no final da fase de citocinese. 

Esse resultado corrobora os dados obtidos no primeiro bloco de experimentos, pois a 

maior expressão desta flipase nas fases de divisão sugere que haverá mais PS sendo 

internalizada, tornando o parasita PS-. Através dos gráficos de expressão dessa 

flipase em diferentes cepas de T.gondii, observamos que a cepa RH expressa mais 

flipase, em relação à cepa Me49.  

 Para explicar esses dados obtidos no banco de dados, revimos e associamos 

os resultados obtidos por Damasceno-Sá (2013), demonstrando que o percentual de 

parasitas da cepa RH que expõe PS é menor que o percentual encontrado na cepa 

ME49; e o dado apresentado por Radke e cols. (2001), demonstrando que parasitas 
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da cepa RH permanecem maior parte do tempo em fase de divisão, quando 

comparados à parasitas da cepa Me49. Assim, parasitas da cepa RH tendem a expor 

menos PS, pois multiplicam-se em menor tempo e entram constantemente em fase 

de divisão, enquanto parasitas da cepa Me49 expõem mais PS, pois dividem-se mais 

lentamente e ficam a maior parte do tempo na fase G1. Esta associação de resultados 

sugere que a exposição de PS pode ser utilizada como um fator de virulência entre 

cepas de T. gondii, onde as mais virulentas dividem-se mais rapidamente e expõem 

menos PS, enquanto as menos virulentas dividem-se mais lentamente e expõem mais 

PS. 

 Para confirmar a relação entre a flipase Tg_224190 com a exposição de PS em 

taquizoítas de T. gondii, as subpopulações PS+ e PS- foram isoladas e realizamos o 

rt-pcr utilizando os primers para a flipase escolhida. Como esperado, a maior 

expressão de flipase foi encontrada na subpopulação PS- de parasitas, demonstrando 

que quanto maior a expressão dessa flipase, menor a exposição de PS em T. gondii. 

 Por fim, realizamos a construção de T. gondii mutantes, através da inserção de 

uma sequência detectável (tag-HA) à sequência da flipase de estudo, objetivando 

localizar sua distribuição no corpo do parasita. Através desta ferramenta observamos 

que parasitas em fase de divisão possuem a marcação para tag-flipase distribuída por 

todo o corpo, enquanto parasitas em fase de não-divisão apresentaram marcação 

mais pontual. Essa diferença na distribuição da flipase no corpo do parasita pode estar 

relacionada à exposição de PS. No entanto, novos experimentos com o possível 

bloqueio da atividade da flipase são necessários para confirmar essa hipótese. 
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8. CONCLUSÃO 

 Com os resultados apresentados neste trabalho, podemos concluir que a 

exposição de PS em taquizoítas de T. gondii ocorre de forma dependente ao estádio 

do ciclo celular do parasita durante o processo de divisão por endodiogenia, e que 

esse mecanismo é responsável pelos diferentes perfis de exposição de PS entre 

cepas de T. gondii. Reunimos, ainda, indícios de que a exposição de PS é 

independente da resposta imunológica do hospedeiro, e de que a flipase Tg_224190 

possui papel fundamental no processo de internalização de PS. 
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