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RESUMO 

Análise histopatológica e expressão dos receptores tipo Toll 2 e 4 na placenta de 

camundongos experimentalmente infectados com Toxoplasma gondii em diferentes 

terços gestacionais 

As falhas na concepção como aborto, morte fetal e defeitos congênitos podem estar 

associadas a agentes infecciosos e, nesse contexto, Toxoplasma gondii possui um papel 

de grande destaque. Dada a importância da placenta na prenhez e a infecção por T. 

gondii durante a gestação, nós padronizamos um modelo murino prenhe oralmente 

infectadas com 20 cistos teciduais da cepa ME-49 de T. gondii, para analisar 

histopatologicamente e avaliar a expressão de TLR 2 e 4 na placenta ,em três diferentes 

momentos da gestação. Foram realizados 19 ciclos de acasalamento, totalizando 26 

fêmeas prenhes divididas em 4 grupos experimentais; (G1) grupo controle com fêmeas 

prenhes e não infectadas; (G2) fêmeas prenhes inoculadas no primeiro terço gestacional; 

(G3) fêmeas prenhes inoculadas no segundo terço gestacional, e (G4) fêmeas prenhes 

inoculadas no terceiro terço de gestação. Nas análises histopatológicas da placenta e do 

cérebro das fêmeas foi possível obsevar infiltrado inflamatório e áreas de necrose 

principalmente nos animais infectados no segundo terço de gestação. Foi possível 

detectar o DNA de T. gondii através de PCR convencional no cérebro de apenas uma 

fêmea infectada no primeiro terço gestacional, assim como a expressão de TLR 2 e 4 na 

placenta foi mais evidenciado nos animais infectados no início da gestação. Desta 

forma, evidenciamos que o modelo murino é eficiente para estudos relacionados com a 

toxoplasmose congênita e que as alterações observadas histopatologicamente são 

dependentes do tempo de infecção. 

Palavras-chave: Toxoplasmose, placenta, qPCR, Toll. 
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ABSTRACT 

Histopathological analysis and expression of Toll 2 and 4 receptors in the placenta 

of mice experimentally infected with Toxoplasma gondii in different gestational 

thirds 

Failures in conception such as abortion, fetal death and congenital defects may be 

associated with infectious agents and, in this context, Toxoplasma gondii plays a major 

role. Given the importance of the placenta in pregnancy and T. gondii infection during 

gestation, we standardized a murine model pregnant orally infected with 20 tissue cysts 

of the T. gondii strain ME-49, to analyze histopathologically and to evaluate the 

expression of TLR 2 and 4 in the placenta, in three different moments of gestation. 19 

mating cycles were performed, totalizing 26 pregnant females divided into 4 

experimental groups; (G1) control group with pregnant and uninfected females; (G2) 

pregnant females inoculated in the first gestational third; (G3) pregnant females 

inoculated in the third gestational third, and (G4) pregnant females inoculated in the 

third third of gestation. In histopathological analyzes of the placenta and the brains of 

the females it was possible to observe inflammatory infiltrate and areas of necrosis, 

especially in infected animals in the second third of gestation. It was possible to detect 

T. gondii DNA by conventional PCR in the brain of only one infected female in the first 

gestational third, as well as the expression of TLR 2 and 4 in the placenta was more 

evidenced in infected animals at the beginning of gestation. In this way, we 

demonstrated that the murine model is efficient for studies related to congenital 

toxoplasmosis and that the changes observed histopathologically are dependent on the 

time of infection. 

Keywords: Toxoplasmosis, placenta, qPCR, Toll. 
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1. INTRODUÇÃO 

 A toxoplasmose é uma antropozoonose distribuída mundialmente, causada pelo 

protozoário intracelular obrigatório Toxoplasma gondii, que acomete diversas espécies de 

animais homeotérmicos, incluindo mamíferos, aves e o homem (DUBEY, 2010; TENTER et 

al., 2000). 

 A infecção por T. gondii possui grande importância na saúde pública devido às 

consequências decorrentes desta enfermidade, principalmente em pacientes imunodeprimidos 

e imunocomprometidos (LANG; GROSS; LÜDER, 2007). A infecção primária em gestantes 

e, consequentemente, a infecção do feto por via transplacentária, particularmente durante o 

primeiro trimestre de gestação, pode causar sérios danos ao feto, tais como lesões oculares, 

microcefalia, hidrocefalia, calcificações cerebrais, alterações psicomotoras e retardo mental, 

além de levar ao aborto ou morte fetal (SILVA et al., 2006; RORMAN et al., 2006). 

Entretanto, o mecanismo que explica como a infecção por T. gondii induz tais anormalidades 

durante a gestação não foi completamente elucidado. 

 Em humanos, a toxoplasmose congênita e a transmissibilidade materna-fetal 

estão diretamente relacionados ao período em que a mãe é infectada: a transmissão vertical é 

menos frequente no primeiro trimestre (2-15%), embora comumente esteja associada a aborto; 

no segundo trimestre, a taxa de transmissão vertical aumenta e a manifestação clínica está 

associada ao nascimento prematuro ou graves alterações congênitas, incluindo alterações 

nervosas e/ou oftalmológicas; no terceiro trimestre de gestação, a taxa de infecção fetal é de 

50-80%, geralmente assintomáticos, mas podem desenvolver alterações neurológicas, 

oftalmológicas e auditivas ao longo da vida (GRAS et al., 2005). 

 A resposta imunológica inicialmente é desencadeada pelo reconhecimento 

inicial de moléculas associadas a microrganismos, genericamente descritas como PAMPs 

(Pathogen Associated Molecular Patterns), pela habilidade do sistema imunológico em 

reconhecer e distinguir moléculas próprias de moléculas não-próprias, através de receptores 

de padrões moleculares (PRR) expressos nas células do hospedeiro (SILVA et al., 2012). 

Dentre esses receptores, a família dos receptores do tipo Toll (TLR) é a mais bem estudada e 

caracterizada. A importância de TLRs na imunidade inata foi descrita pela primeira vez em 

Drosophila sp. e, posteriormente, descoberto um hortólogo deste receptor (MEDZHITOV et 

al., 1997), possuindo um total de 14 membros distintos identificados, sendo 12 descritos em 
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camundongos (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Frente à infecção por T. gondii, as células 

dendríticas e os macrófagos desencadeiam a liberação da citocina pró-inflamatória IL-12 

através da estimulação de TLRs (LANG; GROSS; LÜDER, 2007). Dentro desta família, o 

TLR2 e o TLR4 estão envolvidos na defesa do hospedeiro contra T. gondii, atuando no 

reconhecimento de moléculas de taquizoítos e trabalhando em conjunto com outros receptores 

para resistência inata e desenvolvimento de imunidade adquirida específica para este 

protozoário, demonstrando, assim, a importância desses receptores na patogênese da 

toxoplasmose (MUN et al., 2003; DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2007). No entanto, o 

perfil de expressão dos receptores da família dos TLRs na placenta ao longo da gestação ainda 

não foi estudado. 

 Estudos têm sido desenvolvidos utilizando modelos animais para o 

entendimento da patogênese da toxoplasmose, como também teste de drogas e cepas vacinais 

(BRESCIANI et al., 2001; COUPER et al., 2003; LETSCHER-BRU et al., 2003; CABAÑAS-

CORTES et al., 2009). Para o estudo da toxoplasmose congênita, a utilização de modelos 

animais como ratos (VARGAS-VILLAVICENCIO et al., 2016), camundongos (PARKER; 

ROBERTS; ALEXANDER, 1991; COUTINHO, 2010; FRANCO et al., 2011), porquinho da 

índia (FLORI et al., 2002) e coelhos (FILHO et al., 2001), se dá devido à similaridade da 

infecção e da resposta imunológica do hospedeiro comparado com a infecção natural em 

humanos, aliado ao fato de que a placenta dos roedores possui estreita semelhança 

morfológica com a placenta humana (DARCY; ZENNER, 1993). 

 Dentre os agentes infecciosos causadores de falhas na concepção, o T. gondii é 

apontado como um dos principais responsáveis por abortamento em animais e seres humanos 

(RORMAN et al., 2006). Devido ao importante papel da placenta na prevenção de doenças e 

proteção ao feto, o conhecimento da cinética da resposta desta estrutura durante a infecção por 

T. gondii é crucial para a compreensão das perdas consequentes na toxoplasmose congênita. 

Nesse contexto, tornam-se necessários estudos que contemplem o complexo materno-fetal-

parasito, assim como tracem um paralelo biológico confiável e controlado usando um modelo 

experimental que se assemelha à toxoplasmose congênita em humanos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Toxoplasma gondii  

 Toxoplasma gondii, agente causador da toxoplasmose é um parasito 

intracelular obrigatório com capacidade de infectar o homem e diversas espécies de 

vertebrados. Além disso, é considerado um dos mais abundantes parasitos eucariontes 

relatados em humanos (TENTER et al., 1988; 2000). Foi descrito pela primeira vez em 1908, 

simultaneamente por Nicolle e Mancaeux no Instituto Pasteur na Tunísia em um roedor 

silvestre africano denominado Ctenodactylus gundi, e por Splendore no Brasil, que descreveu 

o parasito em um coelho no estado de São Paulo (BLACK; BOOTHROYD, 2000). Apesar do 

isolamento do agente no início do século, apenas na década de 70 foram descritas a sua 

natureza coccidiana, bem como seus hospedeiros definitivos e intermediários (FRENKEL et 

al., 1970). 

 Este protozoário pertence ao Reino Protista, Subreino Protozoa, Filo 

Apicomplexa, Classe Sporozoa, Subclasse Coccidia, Ordem Eucocciccida, Subordem 

Eimeriida, Família Sarcocystedae, Subfamília Toxoplasmatinae, Gênero Toxoplasma e 

Espécie Toxoplasma gondii, sendo esta espécie de protozoário a única representante do 

gênero Toxoplasma (TENTER et al., 2000). 

 Apresenta ciclo de vida heteroxênico, se desenvolvendo em hospedeiros 

definitivos (forma sexuada), os quais estão presentes os felídeos domésticos e selvagens e em 

hospedeiros intermediários (forma assexuada) representados por aves e diferentes espécies de 

mamíferos, incluindo o homem (DUBEY et al. 1970; LÜDER et al. 2001; DUBEY, 2004). 

Possui três formas evolutivas distintas, cada uma com suas características morfológicas: 

taquizoítos, bradizoítos (contidos em cistos teciduais) e esporozoítos (presentes no interior de 

oocistos) (DUBEY et al., 1970; DUBEY et al., 1998; DUBEY, 2004; MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004). 

 A transmissão pode ocorrer por ingestão de oocistos em água ou alimentos 

contaminados, pela ingestão de bradizoítos presente em carne crua ou malcozida ou pela 

transmissão de taquizoítos pela via transplacentária, transfusão de leucócitos, transplante de 

órgãos, ingestão de leite caprino não pasteurizado ou em acidentes laboratoriais (DUBEY; 

BEATTIE, 1988). A via oral é a principal forma de infecção por T. gondii (LIESENFELD, 
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2002). Após a ingestão, o parasito invade a mucosa gastrointestinal, (COHEN; DENKERS, 

2014), multiplica-se nas células epiteliais (BARRAGAN; SIBLEY, 2003) e se dissemina 

através do sangue e da linfa para todos os tecidos do hospedeiro (COURRET et al., 2006). 

 O ciclo biológico completo do parasito é constituído por duas fases: 

enteroepitelial e extraintestinal. O ciclo enteroepitelial (fase sexuada) se desenvolve 

exclusivamente no epitélio intestinal do hospedeiro definitivo (felídeos domésticos e 

selvagens), produzindo oocistos que são excretados nas fezes e esporulam no ambiente. O 

ciclo extraintestinal (fase assexuada) ocorre tanto nos hospedeiros intermediários como nos 

definitivos, nesta fase encontram-se as formas de taquizoítos e bradizoítos (DUBEY, 1994; 

1997). 

 Os felídeos excretam os oocistos de T. gondii nas fezes, que em contato com 

oxigênio e umidade, amadurecem entre dois a cinco dias produzindo no seu interior dois 

esporocistos com quatro esporozoítos cada. Após se tornarem maduros passam a ser 

infectantes para o homem e outros animais (Figura 1) (CLEARY et al, 2002; MAROBIM et 

al, 2004). Após a ingestão dos oocistos esporulados ocorre a liberação dos esporozoítos, 

seguido da conversão para taquizoítos e intensa multiplicação dos mesmos. Posteriomente 

ocorre o rompimento das células hospedeiras e penetração em outros tipos celulares, com a 

formação de vacúolos parasitóforos. Nestes vacúolos ocorrem sucessivas divisões, originando 

novos taquizoítos, que, novamente, irão romper a célula hospedeira e infectar novas células, 

caracterizando a fase proliferativa do ciclo, responsável pelas manifestações da fase aguda da 

doença (NEVES, 2003). 
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Figura 1. Ciclo de vida do protozoário T. gondii. Os felídeos, hospedeiros definitivos (HD) 

adquirem a infecção ao ingerirem oocistos liberados nas fezes por outros, ou cistos teciduais 

oriundos de hospedeiros intermediários (HI). Os oocistos liberados nas fezes, ao entrar em 

contato com umidade e oxigênio esporulam e se tornam infectantes (1). Por sua vez, animais 

de produção (2), podem contaminar-se ao ingerir oocistos ambientais ou cistos tissulares. No 

HI, o parasito realiza o ciclo assexuado, que culmina com a formação de cistos teciduais 

contento bradizoítos, fonte de infecção para o consumo humano, também susceptível de 

adquirir a infeção por meio da ingestão de alimentos contaminados. Outra forma de infecção 

ocorre através da passagem de taquizoítos através da via transplacentária (3).   

 Os taquizoítos são considerados a forma evolutiva de multiplicação rápida do 

T. gondii. Estes se distribuem por todo o organismo e podem provocar um quadro 

polissintomático, onde a gravidade irá depender da cepa do parasito, da suscetibilidade do 

hospedeiro e da quantidade de formas infectantes adquiridas. Em seguida, estes taquizoítos se 

encistam em diversos tecidos dando origem aos bradizoítos, que são as formas de 

multiplicação lenta e caracterizam a fase crônica da doença (DUBEY, 1994; AMATO; 

MARCHI, 2002; NEVES, 2003). 
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 Os cistos teciduais apresentam parede elástica (<0,5 µm de espessura), com 

tamanho variando de 5 a 70 µm de diâmetro e podem conter centenas de bradizoítos, 

multiplicando-se lentamente por endodiogenia e persistindo por toda a vida do hospedeiro 

(DUBEY, 2004; MONTOYA; LIESENFELD, 2004). A formação de cistos é característica da 

fase crônica do ciclo do parasito e podem ser encontrados principalmente no sistema nervoso 

central e nos músculos esquelético e cardíaco, no entanto, estudos têm demonstrado a 

presença do parasito também em órgãos como baço, fígado, pulmão, rim, placenta e útero 

(ESTEBAN-REDONDO et al., 1999; TEDESCO et al., 2005; CALABRESE et al., 2008; 

BAYAT et al., 2013; FENOY et al., 2015; PENG et al, 2016; BABA et al., 2017; TEDFORD; 

MCCONKEY, 2017). 

 Diferentes cepas de T. gondii têm sido descritas pelo mundo, estas possuem 

variações quanto a sua virulência e são classificadas em três linhagens genéticas denominadas 

genótipos I, II e III (AJZENBERG et al., 2004; SOARES, 2004). Cepas do tipo I são as 

consideradas mais virulentas e têm sido encontradas em pacientes com doenças congênitas. 

Esse tipo de cepa é extremamente virulenta para camundongos e está associada à fase aguda 

da doença além de possuir a capacidade de se disseminar rapidamente pelo organismo. As 

cepas do tipo II e III são menos virulentas e tendem a estabelecer infecções crônicas com 

produção de cistos teciduais em camundongos, assim como, apresentarem maior taxa de 

crescimento in vivo (MONDRAGON et al., 1998; BLANDER; SAEIJ, 2009).  

 

2.2 Resposta Imunológica durante a infecção por T. gondii 

 A resposta imunológica contra a infecção pelo T. gondii é individual, complexa 

e compartimentalizada (FILISETTI; CANDOLFI, 2004). Diferentes células participam deste 

processo de defesa, como células apresentadoras de antígenos (células dendríticas e 

macrófagos), células “natural killer” (NK), leucócitos polimorfonucleares e linfócitos T CD4
+
 

e CD8
+
 (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; FILISETTI; CANDOLFI, 2004; WILSON et al., 

2010). 

 O T. gondii é capaz de infectar qualquer tipo de célula nucleada e se disseminar 

através do organismo. Desse modo, a infecção gerada a partir da inoculação e disseminação 

do parasito pode desencadear manifestações patológicas, variando de uveíte congênita à 

inflamação intestinal, assim como pode se apresentar de forma assintomática, sendo esta a 
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forma mais comum, no entanto letal em pacientes imunocomprometidos (LIESENFELD, 

2002; DOWSE et al., 2005; TEDESCO et al., 2007). 

 O processo de invasão do parasito no organismo acontece em cinco fases: (1) 

reconhecimento célula-célula; (2) adesão entre as células; (3) penetração no interior da célula 

hospedeira; (4) secreção de antígenos pelo protozoário e (5) modificações na membrana do 

vacúolo parasitóforo (MINEO; KASPER, 1994). A formação desse vacúolo parasitóforo 

ocorre durante a invasão do parasito, que dura cerca de 20 a 30 segundos, onde a membrana 

plasmática da célula hospedeira sofre uma invaginação desencadeando no vacúolo que 

envolve o parasito (DENKERS; BUTCHER, 2005). Este vacúolo possui a finalidade de 

proteger o parasito da sua eliminação pela célula hospedeira através do mecanismo 

endossomal de destruição do microorganismo (PENG et al., 2011). 

 O principal mecanismo de eliminação de parasitas intracelulares, 

particularmente T. gondii, é uma apresentação de resposta imune do tipo Th1 pelo hospedeiro 

que leva à produção de citocinas como: IL-2, IFN-γ, TNF-α e IL-12 (GAZZINELLI et al., 

1991; HUNTER et al., 1995; MACDONALD; MONTELEONE, 2001). A IL-12 e o IFN-γ 

estimulam a produção de óxido nítrico (NO), fundamental na eliminação do parasito 

(SCHARTON-KERSTEN et al., 1997). 

 A principal forma de infecção pelo T. gondii é por via oral. Após chegar ao 

intestino, o parasito se depara com barreiras físicas e químicas que precisa ultrapassar para 

conseguir estabelecer a infecção. Durante a resposta celular frente à infecção pelo T. gondii, 

as células T CD8
+
, agem como células efetoras por possuírem ação citotóxica in vivo e pela 

produção de IFN-ℽ, agindo em conjunto com as células T CD4
+
 e induzindo a resistência à 

infecção. Esse padrão de resposta imunológica do tipo Th1 atua de forma crucial na restrição 

da disseminação do T. gondii. Estas células envolvidas são reguladas pelo complexo de 

histocompatibilidade principal (MHC) de classe I e agem promovendo a lise das células 

infectadas e expondo os parasitas, anteriormente protegido dentro do vacúolo parasitóforo e 

outras células efetoras como os macrófagos ativados e as células T citotóxicas (BROWN; 

MCLEOD, 1990). 

 A produção de IL-12 após a infecção por T. gondii, é mediada pela ativação de 

macrófagos e células dendríticas, tornando-se essencial para a indução da produção de IFN-γ 

pelas células NK. Deste modo, o TNF-α pode agir em sinergia com a IL-12 otimizando a 
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produção de IFN-γ por essas células (GAZZINELLI et al., 1993; BUZONI-GATEL et al., 

2006). 

 O IFN-γ, inicialmente produzido pelas células NK, ativa as células dendríticas, 

os macrófagos e os enterócitos, promovendo a redução ou a eliminação do parasito 

(BUZONI-GATEL et al., 2006). Quando os macrófagos são ativados pelo IFN-γ produzem 

óxido nítrico, que consequentemente degradam o triptofano, essencial para o crescimento do 

parasito, o que permite a inibição da replicação ou a destruição do parasito por essas células 

(PFEFFERKORN et al., 1986). Com relação à imunidade inata, as células possuem receptores 

com capacidade de reconhecer padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), como 

os receptores Toll-like (TLRs), importantes no desencadeamento inicial da resposta imune 

contra o T. gondii (DENKERS, 2010). A sinalização intracelular dos TLRs pode envolver o 

recrutamento da molécula MyD88, com o intuito de transmitir os sinais para as células do 

hospedeiro, induzindo o parasito a produzir IL-12 através de leucócitos polimorfonucleares, 

macrófagos e células dendríticas (DENKERS, 2003; 2010). 

 Em pesquisas utilizando camundongos da linhagem C57BL/6 infectados com a 

cepa ME-49 de T. gondii, observou-se a importância do TNF-α na prevenção das encefalites 

consequentes da toxoplasmose, onde a diminuição de TNF-α pode desencadear um aumento 

da mortalidade de camundongos durante a fase aguda da enfermidade, independente da cepa 

utilizada (GAZZINELLI et al., 1993). Em outro estudo utilizando camundongos fêmeas 

grávidas observou-se uma correlação entre o aumento da susceptibilidade à infecção primária 

ao T. gondii e a diminuição da produção de IFN-γ (SHIRAHATA et al., 1992). 

 

2.3 Placenta 

 Na maioria das espécies de mamíferos, uma gestação bem-sucedida requer 

interação materno-fetal, que ocorre através da placenta (SANTOS et al., 2015). Em primatas e 

roedores, esta interação está associada à implantação do feto no endométrio, permitindo a 

interação direta entre as células trofoblásticas e o sangue materno, sendo denominada de 

placenta hemocorial (MOSSMAN, 1937). 

 Histologicamente, a placenta humana e de roedores possuem grande 

semelhança (DARCY; ZENNER, 1993). Desse modo, o camundongo é o modelo 
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experimental mais frequentemente utilizado em estudos que descrevem a cinética de infecção 

nesse órgão por diversos agentes, assim como o T. gondii (FERRO et al., 1999). O estudo na 

placenta murina serve como modelo para o estudo da placenta humana (DAOLIO, 2018). 

 A placenta é considerada um órgão altamente especializado que possui como 

função proteger o feto contra patógenos e permitir o transporte de oxigênio, água, vitaminas, 

minerais e outros nutrientes necessários para o desenvolvimento fetal. Esta é constituída por 

uma porção materna, chamada de decídua, e mais dois compartimentos distintos na sua 

porção fetal: a zona juncional e a região do labirinto. A região decídua é formada pelas células 

deciduais, células “natural killer” uterinas, além de outras células importantes na defesa 

imunológica do embrião. A zona juncional, localizada próxima à decídua materna, é formada 

por células trofoblásticas gigantes, células espongiotrofoblásticas, que possuem função 

endócrina (GIBORI, 1994; SOARES et al., 1996) e células glicogênicas. Assim como a 

decídua, a região juncional é irrigada somente pelo sangue materno. 

 A região do labirinto é composta por vilosidades, considerada a principal 

região de troca de metabólitos na placenta (FERRO, 1991; ROSSANT; CROSS, 2001), 

possui irrigação tanto pelo sangue materno quanto pelo sangue fetal. Nesses animais, a 

barreira transplacentária é formada por camadas de células trofoblásticas juntamente com o 

endotélio fetal (LIMONGI; FERRO, 2003). 

 A implantação do blastocisto no endométrio uterino é o primeiro contato do 

tecido de origem embriológica com o tecido materno (AMARANTE-PAFFARO et al., 2004). 

Em roedores, a implantação embrionária se inicia com o contato entre a membrana plasmática 

do blastocisto e do epitélio luminal, assegurando assim a sobrevivência do embrião através de 

uma superfície estável para trocas metabólicas e de nutrientes, que gradativamente torna-se 

mais complexa até a completa maturação da placenta (LIPPE, 2007; WATSON; CROSS, 

2005). Esse processo de implantação acontece por volta do 5º dia de gestação; nessa fase o 

embrião se apresenta como uma esfera polarizada, possuindo uma cavidade central chamada 

de blastocele. Em um dos polos acontece uma aglomeração de células formando o 

embrioblasto, que originará o embrião. Em seguida a blastocele se torna revestida por uma 

camada de células achatadas, os trofoblastos, que dará origem à placenta e parte dos anexos 

placentários (BILLINGTON, 1971; MUNTENER et al., 1977). 
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 O trofoblasto é um tipo celular conhecido por sua capacidade intensa de 

proliferação e diferenciação, possui características únicas, responsáveis por regular o processo 

de penetração na parede uterina, além de auxiliar na adesão, fixação e implantação do 

blastocisto ao endométrio, assim como na nutrição do embrião, regulação hormonal, 

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

2000; NORWITZ et al., 2001). Durante a fase inicial da gestação, o trofoblasto pode ser 

dividido em duas porções: o trofoblasto mural, que reveste a blastocele, e o trofoblasto polar, 

que reveste a massa celular interna que dará origem ao embrião (BILLINGTON, 1971; 

MUNTENER et al., 1977). 

 Durante a gestação de camundongos, a interação entre o tecido materno e fetal 

ocorre através das células trofoblásticas, mantendo assim o embrião isolado dos tecidos 

maternos. A partir de então, autores sugerem que as células trofoblásticas, por possuírem 

capacidade invasiva e fagocitária, além de certa semelhança aos macrófagos, possam estar 

diretamente envolvidas em processos inflamatórios, na reabsorção embrionária e remodelação 

do tecido uterino (GALDINO, 2012). Ademais, autores não descartam a sugestão para 

inclusão das células trofoblásticas no sistema imune inato do organismo (GULERIA; 

POLLARD, 2000; SASMONO et al., 2003; AMARANTE-PAFFARO et al., 2004; 

BEVILACQUA et al., 2010). 

 Após o processo de implantação e toda ação das células trofoblásticas, ocorre a 

decidualização da placenta. Esse processo é induzido pela ação da progesterona e do 

estrógeno, e está envolvido na diferenciação dos fibroblastos do estroma uterino em células 

deciduais, como resposta à implantação do blastocisto no útero (GLASSER, 1991). Dentre o 

5º e o 8º dia de gestação, a células deciduais possuem a capacidade de envolver o sítio de 

implantação, tornando-se maiores, binucleadas ou poliploides (ANSELL et al., 1974). 

 Aproximadamente no 10º dia de gestação, com o funcionamento da placenta, a 

decídua sofre uma regressão até formar uma fina camada de células ao redor da placenta e do 

embrião, conhecidas como decídua basal e decídua capsular, respectivamente (LIM; WANG, 

2010). Estas funcionam ainda como uma barreira seletiva de proteção ao embrião, 

corroborando para o sucesso da gestação (PARR et al., 1986). 
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2.4 Toxoplasmose Congênita e Resposta Imunológica 

 A toxoplasmose congênita ocorre durante o período gestacional. As vias de 

infecção para o feto são: via transplacentária, no qual ocorre a passagem de formas taquizoítas 

de T. gondii através da corrente sanguínea, alcançando a circulação e os tecidos fetais 

(CARLIER et al., 2012; KODJIKIAN, 2010); rompimento de cistos no endométrio durante a 

fase crônica da doença, onde cistos podem se romper por distensão mecânica ou ação lítica 

das vilosidades coriônicas da placenta, liberando os bradizoítos que podem infectar os fetos 

(NEVES, 2001). A severidade da patologia irá depender do período de gestação no qual 

houve a infecção (DUBEY, 2004). 

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

infecção subsequente das células trofoblásticas. Nos mamíferos, a placenta serve como única 

fonte de troca de nutrientes e resíduos entre o compartimento materno-fetal e atua como uma 

barreira protetora, restringindo a passagem de patógenos ao feto (ANDER et al, 2018). Os 

danos à placenta podem causar perda do feto ou retardamento do crescimento intrauterino 

(ABBASI et al. 2003). No feto, a multiplicação do parasito induz focos de necrose e forte 

inflamação, levando a grandes alterações nos tecidos, principalmente no cérebro e olhos 

(DUBEY, 2010). 

 O grau de acometimento e o efeito da infecção congênita dependem de vários 

fatores: a interação entre o parasito e o hospedeiro; a virulência da cepa; o número de 

organismos envolvidos (parasitemia); a via de infecção; a capacidade de resposta imune 

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

das mucosas e das barreiras epiteliais; a idade gestacional na qual a infecção ocorreu; e o 

estágio de maturação do sistema imune do feto acometido (RORMAN et al., 2006). 

 Durante a gestação, ocorre um balanço no perfil imunológico Th1/Th2 que 

exerce influência crucial no desenvolvimento fetal, desencadeando a manutenção de uma 

gestação normal, cujo perfil favorável de resposta imune consiste no perfil Th2 com a 

secreção de citocinas anti-inflamatórias reguladoras. As células trofoblásticas humanas 

produzem então IL-10 e TGF-β (ENTRICAN, 2002) que promovem respostas imunes de 

perfil Th2 para assegurar a tolerância materno-fetal, no entanto, tal produção desencadeia o 

aumento significativo da invasão e replicação intracelular do T. gondii (BARBOSA et al., 

2008).  
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 Em contrapartida, a produção de IFN-γ pelas células Natural Killer (NK) ou 

pelos linfócitos citotóxicos CD8+ irá controlar diretamente a invasão dos monócitos e de 

células trofoblásticas pelo T. gondii, assim como a replicação do parasito nas células 

infectadas. A secreção de IFN-γ provoca alta expressão das moléculas de adesão intercelular 

(ICAM)-1 na superfície dos trofoblastos, aumentando assim a adesão dos monócitos 

infectados na superfície das células trofoblásticas e desencadeando a perda da habilidade para 

apoptose. Consequentemente isso resulta na persistência do parasito nos tecidos placentários, 

tornando-se então reservatório para possível infecção congênita imediata ou tardia (PFAFF; 

CANDOLFI, 2008). 

 É importante ressaltar que esses mecanismos imunomoduladores são 

necessários para compensar a produção de citocinas pró-inflamatórias do perfil Th1 que são 

induzidas pela ação do T. gondii e podem evitar a perda fetal, especialmente quando a 

infecção ocorre no início da gestação (ABOU BACAR et al., 2004; ZHANG et al., 2012). 

 

2.5 Receptores tipo Toll 

 A invasão de patógenos no organismo desencadeia a ativação do sistema 

imunológico inato, levando à identificação destes pelos receptores do tipo Toll, os quais 

realizam o reconhecimento dos padrões moleculares associados a patógenos (WEST et al., 

2006; KAWAI et al., 2010), como parte da defesa imune inata contra patógenos, incluindo 

bactérias, vírus de DNA e RNA, fungos e protozoários. 

 A ativação da maioria das vias de TLRs e seus respectivos ligantes resulta na 

rápida translocação nuclear do fator de transcrição nuclear kappa B (NF-kB) e consequente 

síntese e secreção de citocinas pró-inflamatórias. O reconhecimento de ligantes microbianos 

pela família de receptores TLR ativa uma cascata de sinalização complexa através de 

moléculas bem definidas, resultando na expressão de uma série de citocinas e quimiocinas 

pró-inflamatórias, como o TNFα, IL-6 e IL-8 (KAWAI; AKIRA, 2007). 

 Os TLRs representam a família de receptores nas células da interface materno-

fetal. São glicoproteínas integrais de membrana que possuem domínios extracelulares ricos 

em leucina, considerados a família mais importante de receptores de reconhecimento de 

padrões, devido à sua capacidade de regular a resposta imune inata e adaptativa (RADSTAKE 

et al., 2004; SHIBOLET; PODOLSKY, 2007). Quatorze TLRs de mamíferos foram 
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identificados, sendo os TLRs 1-10 expressos em seres humanos (AKIRA et al., 2010; 

NAKAMOTO; KANAI, 2014). Dos 14 TLRs descritos, 10 já foram identificados em células 

do ambiente placentário e sua expressão pelo trofoblasto varia segundo o estágio gestacional. 

Cada TLR difere em suas especificidades, mas todos eles, após interagirem com seus ligantes, 

recrutam proteínas adaptadas à sinalização celular e ativam a secreção de citocinas, 

conduzindo a uma resposta inflamatória (KOGA; ALDO; MOR, 2009). 

 A estimulação desses receptores por antígenos estranhos induz a produção de 

citocinas imunoativadoras e imunorreguladoras (NAKAMOTO; KANAI, 2014). Evidências 

apontam que o TLR 2, TLR 4 e TLR 9 podem atuar de forma efetiva no reconhecimento do T. 

gondii em humanos (DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2007). 

 Sabe-se que os receptores tipo Toll desempenham um papel crítico na resposta 

imune inata em mamíferos, ativando as cascatas de transdução de sinal que levam à expressão 

de genes após o reconhecimento de seus respectivos ligantes. Entretanto, o papel dos TLRs 

durante a infecção por T. gondii pode estar relacionado ao perfil genético dos camundongos, 

às inoculações infecciosas e à cepa do parasito utilizada (MUN et al., 2003). Estudos 

realizados anteriormente relatam que macrófagos deficientes em TLR 2 não possuem a 

capacidade de produzir IL-12 e óxido nítrico, produzidos em resposta à infecção (KASPER et 

al., 2004). 

 Durante a gestação, os TLRs, e mais particularmente aqueles que são expressos 

nas células imunes da placenta e no trofoblasto, podem levar ao desenvolvimento de 

distúrbios materno-fetais e induzir respostas imunes subsequentes (KAWAI; AKIRA, 2009; 

PINEDA et al., 2011). Assim, os trofoblastos possuem a capacidade de responder aos 

patógenos virais via TLR 3, produzindo interferons e secretando citocinas e quimiocinas 

(KOGA; MOR, 2008). Em relação às infecções bacterianas, o TLR 2 e o TLR 4 induzem a 

produção de citocinas pró e anti-inflamatórias pelas células trofoblásticas. Portanto, qualquer 

alteração ou defeito na expressão e função dos TLRs pode levar a uma placentação anormal e 

complicações na gravidez (KOGA; MOR, 2008). 

 Estudos com células trofoblásticas do primeiro trimestre gestacional indicaram 

que a ativação de TLR 4 por LPS levou à produção de mediadores pró-inflamatórios e anti-

inflamatórios na interface materno-fetal. Em seguida, relatou-se a presença de TLR 2 solúvel 

no líquido amniótico, capaz de se ligar a patógenos e em seguida destruí-los por fagocitose ou 
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pelo sistema de complemento que subsequentemente leva à regulação de respostas 

dependentes de TLR (DULAY et al., 2009). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 Analisar histopatologicamente e avaliar a expressão dos receptores tipo Toll 2 e 

4  na placenta e de camundongos experimentalmente infectadas com Toxoplasma 

gondii em diferentes terços gestacionais. 

 

3.2 Específicos 

 Realizar cruzamento de camundongos C57BL/6 e infecção por T. gondii em fêmeas 

durante diferentes terços gestacionais; 

 Avaliar alterações histopatológicas no cérebro das fêmeas, na placenta e na cabeça dos 

fetos associados à infecção por T. gondii em diferentes terços gestacionais; 

 Detectar o DNA de T. gondii no cérebro das fêmeas infectadas em diferentes terços 

gestacionais. 

 Comparar a expressão de TLR 2 e 4 na placenta de fêmeas infectadas por T. gondii em 

diferentes terços gestacionais;  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Considerações éticas 

 Este experimento foi realizado em parceria com o Laboratório de 

Imunomodulação e Protozoologia do Instituto Oswaldo Cruz da FIOCRUZ do Rio de Janeiro. 

O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética de Uso de Animais/IOC-

FIOCRUZ com Licença nº 020/2017. 

 

4.2 Animais 

  Foram utilizados camundongos C57BL/6, 4 semanas de idade, provenientes do 

Instituto de Ciência e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) do Instituto Oswaldo Cruz – 

FIOCRUZ - RJ. Durante todo o período foi fornecido água e comida ad libitum aos animais. 

 

4.3 Obtenção dos cistos de Toxoplasma gondii 

  Cistos teciduais de T. gondii da cepa ME-49 foram obtidos a partir de cérebros 

de camundongos C57BL/6 previamente infectados e mantidos em passagens seriadas (Figura 

2). Os camundongos foram eutanasiados 45 dias após a infecção através de aprofundamento 

anestésico com ketamina (Syntec Brasil Ltda, SP, Brasil) e xilazina (Schering-Plough 

Coopers, SP, Brasil) intraperitonealmente (SILVA et al., 2009). Os cérebros foram 

removidos, macerados e homogeneizados em solução tampão fosfato-salina (PBS) estéril. A 

suspensão obtida foi submetida à centrifugação para a purificação de acordo Freyre (1995) e 

Popiel et al. (1996). O sedimento foi ressuspenso em 2mL de PBS estéril e 20µL da suspensão 

foi utilizada para determinação da concentração de cistos através da contagem em 

microscópio óptico (objetiva de 40x). 
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Figura 2. Cisto tecidual de T. gondii obtido a partir de cérebro de camundongos C57BL/6. 

Aumento 40x. 

 

4.4 Delineamento experimental: acasalamento, detecção de prenhez, número 

amostral e infecção 

 Foram utilizados, no experimento, 80 fêmeas e 8 machos de camundongos da 

linhagem C57BL/6. As fêmeas foram acasaladas com machos na razão de 2:1 durante 48 

horas. Para detecção da prenhez foi observado a presença ou ausência do tampão vaginal 

(plug) e pesagem diária das fêmeas para avaliação do ganho de peso. Posteriormente, as 

fêmeas prenhes foram agrupadas com base no período gestacional da infecção (primeiro, 

segundo e terceiro terço) tomando como base o período gestacional médio de 21 dias para esta 

espécie. Fêmeas prenhes com a mesma idade gestacional correspondente e não infectadas 

foram incluídas como controle. 

 Foram realizados 19 ciclos de acasalamento, resultando no total de 26 animais 

prenhes. Ao final do experimento, foram selecionados aleatoriamente 20 animais prenhes que 

constituíram o N amostral da pesquisa. O delineamento experimental foi estabelecido a partir 

da distribuição desse N amostral em 4 grupos conforme descrição abaixo: 

 G1: animais controle, fêmeas prenhes não infectadas (n=5);  

 G2: fêmeas prenhes infectadas no primeiro terço gestacional (n=5);  

 G3: fêmeas prenhes infectadas no segundo terço gestacional (n=5);  
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 G4: fêmeas prenhes infectadas no terceiro terço gestacional (n=5).  

 Os animais foram infectados por via intragástrica (gavagem) com 20 cistos 

diluídos em 0,1 mL de PBS estéril de modo que a data entre a infecção e a eutanásia estivesse 

dentro do período gestacional de cada grupo estudado, conforme a seguir: primeiro terço, 

fêmeas infectadas entre o 3º e 4º dia de gestação; segundo terço, fêmeas infectadas entre o 8º 

e 9º dia de gestação; e terceiro terço, fêmeas infectadas no entre o 14º e 15º dia de gestação 

(Figura 3). Os animais do grupo controle, fêmeas prenhas e não infectadas, receberam 0,1 mL 

de PBS estéril sem os cistos. No 18° dia de gestação as fêmeas foram eutanasiadas através de 

aprofundamento anestésico com ketamina (Syntec Brasil Ltda, SP, Brasil) e xilazina 

(Schering-Plough Coopers, SP, Brasil) intraperitonealmente (SILVA et al., 2009). Após a 

eutanásia, foram coletados fragmentos do cérebro das fêmeas prenhes, assim como da cabeça 

dos fetos e placenta, seccionados e devidamente acondicionados para posteriores análises. 

 

Figura 3. Delineamento experimental de acasalamento de camundongos C57BL/6 e infecção 

por T. gondii. 

 

4.5 Histopatologia 

Os fragmentos de tecidos obtidos foram fixados em paraformaldeído a 4% e 

processados para a preparação de lâminas histológicas, sendo colocados em cassetes plásticos, 

seguido da etapa de desidratação, no qual o material foi mergulhado em concentrações 

crescentes de álcool (álcool 70%, 80%, 95%, absoluto I e II, correspondentes a 99% de 
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pureza). Em seguida, realizou-se o processo de diafanização ou clarificação através de banhos 

em xilol e, posteriormente, realizou-se inclusão do tecido em parafina. 

O material foi cortado na espessura de cinco micrômetros (5μm) com micrótomo 

de rotação HM 360 MICROM e corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE). Antes 

da coloração, as lâminas foram banhadas em xilol, por 10 minutos para dissolução da 

parafina, em seguida, imersas em concentrações crescentes de álcool, até o tecido estar 

completamente hidratado. Então as lâminas foram mergulhadas em água destilada por três 

minutos, em seguida, mergulhadas em hematoxilina, por aproximadamente um minuto, 

lavadas por 15 minutos em água destilada, mergulhadas em eosina por 45 segundos e para a 

lavagem foram mergulhadas e retiradas rapidamente em água corrente. Depois de corado, o 

tecido foi desidratado em concentrações decrescentes de álcool, para aumentar a sobrevida do 

preparo histológico. Finalmente as lâminas foram banhadas em xilol, e em seguida, iniciada a 

montagem das lâminas, processo no qual foi colocado sobre uma lamínula uma gota de resina 

sintética e esta colocada e comprimida sobre o corte, de modo a espalhar-se uma fina camada 

desta entre a lâmina e lamínula. 

Foi atribuído escore para as lesões observadas no encéfalo, na placenta e na 

cabeça do feto dos animais dos diferentes grupos experimentais, atribuindo-se valores de 

acordo com a intensidade das lesões: 0 para ausência de lesões, 1 para discreta, 2 para 

moderada e 3 para intensa. 

 

4.6 Extração de DNA 

Para a extração de DNA de T. gondii das amostras do cérebro das fêmeas prenhes, o 

tecido foi submetido a digestão em 500 µL de tampão de lise (Tris 500 mM pH 9,0, EDTA 20 

mM, NaCl 10 mM, SDS a 1%) com proteinase K (20 mg/mL; Sigma-Aldrich) overnight a 

56ºC, e posterior extração por fenol-clorofórmio (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). 

 

4.7 Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

O DNA extraído foi utilizado para a detecção de DNA de T. gondii pela PCR 

convencional, utilizando-se os primers TOX4 

(5’CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG3’) e TOX5 
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(5’CGCTGCAGACACGTGCATCTGGATT3’), segundo descrito por Homan et al. (2000), 

que amplifica uma região de 529 pares de base (pb). Cada reação teve um volume total de 

25µL, sendo: 12,5µL de PCR Master Mix Promega® (Taq DNA polymerase, dNTPs, MgCl2, 

buffer); 1,5µL de cada primer (2,5pmol): 4,5µL de água DNAse e RNAse free; e 5µL de 

amostra de DNA extraída (100µg/µL). Os produtos de PCR foram avaliados em gel de 

agarose a 1,5%, utilizando marcador de peso molecular (1Kb DNA ladder Promega®), 

programação na cuba de eletroforese de 100V, 70 mA, 50W e 50 minutos de corrida. Após 

esta etapa, o produto da amplificação foi visualizado e fotografado em sistema de 

fotodocumentação digital, sob luz ultravioleta e em computador específico. 

 

4.8 Extração de RNA e Síntese de cDNA 

 Para a extração de RNA, as amostras foram armazenadas em criotubos estéreis 

livre de RNAse, congeladas -70 ºC até a extração de RNA. Primeiramente o tecido coletado 

foi macerado mecanicamente e adicionado 500µL de Trizol (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA), 

em microtubo livre de RNAse. Em seguida, foram adicionados 200µL de clorofórmio, 

homogeneizado vigorosamente e incubado em temperatura ambiente por três minutos. As 

amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4ºC, para separação em três fases. 

A fase superior foi transferida para outro microtubo e adicionou-se 500µL de isopropanol, 

para precipitação do RNA, seguida de incubação a temperatura ambiente por 10 minutos e 

centrifugação a 12.000 xg por 10 minutos a 4ºC. O pellet foi lavado com 1 mL de etanol 70%, 

homogeneizado em vórtex e centrifugado a 7.500 g por 5 minutos a 4ºC. Em seguida, o RNA 

foi dissolvido em 30µL de água livre de RNAse e as amostras foram quantificadas por 

espectofotometria. Todo o protocolo descrito foi preconizado pela Invitrogen; Carlsbad, CA, 

USA. 

 Posteriormente, o RNA (1,0 μg) foi retrotranscrito em cDNA utilizando-se o 

kit comercial iScript™ cDNA Synthesis Kit (BIO-RAD), seguindo o protocolo do fabricante. 

Para uma reação de volume final de 20μL. Para a síntese foram utilizados 5,0μL de RNA, 

11,0μL de água livre de nuclease, e 4,0μL do iScript RT Supermix. Os parâmetros utilizados 

para a síntese do cDNA foram: 25ºC por 5 minutos (priming), 46ºC por 20 minutos (reverse 

transcription) e 95ºC por 1 minuto (RT inactivation). 
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4.9 Quantificação da expressão gênica de TLR2 e 4 por PCR quantitativa em 

tempo real (qPCR) 

O cDNA diluído (1:4) foi utilizado como molde da qPCR, empregando-se os 

iniciadores específicos para cada gene descritos na tabela 1. A reação foi realizada utilizando-

se 5,0μl de cDNA, 1,0μL do par de primers específico para cada gene (2,5pmol), 12,5μL de 

GoTaq qPCR Master Mix (PROMEGA) e 5,5μL de água, em um volume final de 25 μL por 

reação. Os parâmetros utilizados para o PCR em tempo real foram: 95ºC por 2 min, 40 ciclos 

de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto, utilizando o termociclador QuantStudio™ 3 

Real-time PCR System (Applied Biosystems, USA). 

 

Tabela 1. Lista de genes e iniciadores utilizados no qRT-PCR. 

Gene Iniciadores (5’-3’) GeneBank Referência 

TLR2 CTTCCTGGTTCCCTGCTCGTTCTC 

CAAGAACAAAGAAAATGAGTCAAG 

NM011905.2 ORSATTI 

et al., 2010 

TLR4 TGACAGGAAACCCTATCCAGAGTT  

TCTCCACAGCCACCAGATTCT 

NM021297.2 ORSATTI 

et al., 2010 

RPLP0 GCCAGCTCAGAACACTGGTCTA 

ATGCCCAAAGCCTGGAAGA 

NM_007475.5 ALMEIDA-

SOUZA et 

al., 2016 

 

4.10 Análise Estatística 

Para avaliação do ganho de peso corporal, as médias ± desvio padrão dos valores 

de peso corporal foram utilizadas para a análise de variância e posterior teste de comparação 

múltipla de Tukey entre os grupos e os tempos. Na análise histopatológica, as médias de 

escores foram comparadas pelo teste não-paramétrico Kruskal-Wallis. Os dados de qPCR 

foram analisados utilizando o método Ct comparativo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os 
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valores de Ct foram normalizados com base na expressão de RPLP0. Em seguida realizou-se a 

análise pelo teste Kruskal-Wallis e comparação múltipla de Dunn. Todas as análises 

estatísticas foram realizadas com o com o auxílio do software (Graphpad Prism Software 

7.00, USA). Diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05. 

.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Dos 19 ciclos de acasalamento realizados, obtivemos 46,25% das fêmeas 

(37/80) com gestação confirmada. Durante o experimento não houve perda de animais pela 

infecção aguda por T. gondii, no entanto, foi possível observar fêmeas parindo antes dos 21 

dias de gestação, período médio gestacional descrito na literatura para esta espécie. Dentre as 

fêmeas gestantes, 29,73% (11/37) manifestaram partos prematuros, as quais foram utilizadas 

em um experimento adicional (dados não mostrados), com a seguinte configuração de 

infecção experimental: 3 fêmeas infectadas no 1º terço gestacional; 5 fêmeas infectadas no 2º 

terço e 3 fêmeas infectadas no 3º terço de gestação. Os dados obtidos desta experimentação 

adicional não fazem parte dos objetivos desta pesquisa, no entanto, serão trabalhados 

posteriormente, dando continuidade a linha de pesquisa.  

 Das 26 (70,27%) fêmeas que vieram a termo foi possível realizar a distribuição 

nos seguintes grupos: 8 fêmeas prenhes não infectadas (grupo controle); 8 fêmeas prenhes 

infectadas no primeiro terço de gestação; 5 fêmeas prenhes infectadas no segundo terço de 

gestação; e 5 fêmeas prenhes infectadas no terceiro terço de gestação (Figura 4). Contudo, 

visando a uniformidade do N amostral nos grupos experimentais, preconizamos para as 

avaliações laboratoriais, a utilização de 5 animais por grupo, totalizando 20 animais, 

conforme descrito no ítem material e métodos. 

 

Figura 4. Fluxograma de acasalamento e inoculação de T. gondii em camundongos C57BL/6. 
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  Na literatura, dados são escassos sobre partos prematuros durantea infecção 

experimental por T. gondii, no entanto, pesquisas utilizando delineamento experimental 

semelhante ao descrito neste trabalho, verificou taxas de aborto de 90% em animais C57BL/6 

infectados experimentalmente por T. gondii, sugerindo que o parasito prejudicou o 

desenvolvimento da gestação normal e que a infecção no início da gravidez induz perda fetal 

(COUTINHO et al., 2012).  

 Durante nosso experimento, avaliamos o ganho de peso dos animais para 

confirmação da gestação. Quando comparado o peso corporal das fêmeas inoculadas com T. 

gondii, foi possível observar claramente uma diferença estatistica significativa entre as fêmeas 

prenhes e não prenhes. A partir do 10º dia de gestação, houve um aumento no peso das 

fêmeas prenhes, devido ao crescimento fetal, enquanto as fêmeas não prenhes, em sua 

maioria, perderam peso no decorrer dos dias, provavelmente devido a infecção. (Figura 5)  

 

 Figura 5. Avaliação do peso corporal das fêmeas C57BL/6 após os ciclos de 

acasalamento. Dados representam média ± desvio padrão de experimento realizado ao menos 

em triplicata,*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001****p<0,0001 quando comparado com o dia 1, 

ou entre os colchetes, após análise de variância e teste de comparação múltipla de Tukey.  
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 A literatura descreve a detecção do tampão vaginal como o método mais 

utilizado para confirmação da cópula e desencadeamento da prenhez em camundongos, no 

entanto, nosso estudo demonstrou que essa metodologia aliada à pesagem diária dos animais 

para observação do ganho de peso é uma ferramenta a mais que pode ser utilizada para a 

confirmação da gestação, conforme descrito em estudo com infecção experimental de 

Calomys callosus por cepas brasileiras de T. gondii, onde foi observada perda significativa de 

peso em fêmeas infectadas com a cepa TgChBrUD2 a partir do 7º dia após a infecção 

(FRANCO et al., 2014).  

 Dentre as análises laboratoriais desenvolvidas na pesquisa, realizou-se a 

avaliação histopatológica do encéfalo, da placenta e da cabeça dos fetos dos animais dos 

diferentes grupos experimentais. A análise do grupo controle não infectado não demonstrou 

alterações ou anormalidades estruturais em nenhum dos tecidos avaliados, assim como na 

avaliação da cabeça dos fetos, conforme esperado. Na placenta dos animais pertencentes aos 

grupos inoculados por T. gondii em três momentos diferentes (1º, 2º e 3º terços) da gestação, 

observou-se lesões inflamatórias caracterizadas por infiltrado inflamatório neutrofílico e linfo-

histiocitário associado à necrose de coagulação na região labiríntica, principalmente nos 

animais inoculados no segundo terço de gestação (Figura 6).  
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Figura 6. Imagem representativa de alterações inflamatórias na placenta de 

camundongos fêmeas C57BL/6 infectadas com T. gondii ME-49 no segundo terço da 

gestação. Área focalmente extensa de necrose de coagulação (seta preta) moderada associada 

a áreas multifocais de infiltrado inflamatório neutrofílico em moderada quantidade (setas 

brancas) na camada labiríntica da placenta. No detalhe é possível observar moderada 

quantidade de neutrófilos (cabeças de setas). Hematoxilina e Eosina (400X). Barra: 50 µm. 

 A média de escore das lesões inflamatórias observadas na placenta dos animais 

inoculados no 2º terço de gestação foi significativamente maior (P < 0.05) quando comparada 

às lesões observadas nos animais inoculados no 1º e 3º terço de gestação (Figura 7).  
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Figura 7. Escore de lesões inflamatórias na placenta de camundongos C57BL/6 

infectados com T. gondii ME-49 ao longo da gestação. Médias foram comparadas pelo teste 

não-paramétrico Kruskal-Wallis. *P < 0.05. 

 Os resultados obtidos nessa pesquisa sugerem que a resposta pró-inflamatória 

observada na avaliação histopatológica, pode ter sido induzida pela proliferação e invasão de 

T. gondii na placenta. A quantidade de alterações encontradas pode estar relacionada com o 

tempo de infecção entre os diferentes grupos. Todos os animais foram necropsiados no 

mesmo dia de gestação (18º dia), no entanto, os animais infectados no primeiro terço 

possuíam 15 dias de infecção; os infectados no segundo terço, 10 dias e os infectados no 

terceiro teço gestacional possuíam apenas 4 dias de infecção. Deste modo, podemos sugerir 

que os animais infectados no primeiro terço, apresentaram alterações em menor quantidade 

provavelmente devido à resposta imunológica do animal, que pode com esse tempo, ter 

efetivado um controle à multiplicação e disseminação do parasito, e consequentemente 

presença de menor quantidade de lesões. Com relação as fêmeas inofectadas  no terceiro 

terço, as quais possuem menos tempo de infecção, esse resultado pode estar relacionado com 

o início da infecção e começo da multiplicação e distribuição do parasito no organismo, 

desencadeando em poucas alterações observadas na análise histopatológica. 

 Em estudo experimental semelhante, contudo, utilizando a cepa PRU de T. 

gondii, a análise histopatológica da placenta demonstrou presença de necrose discreta e 
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infiltrado de células inflamatórias localizadas entre decídua e o labirinto coriônico, causando 

congestão e hemorragia em zonas adjacentes, além de trombos de tamanhos diferentes que 

variavam de acordo com a gravidade e a dose administrada do parasito (LIU et al., 2018).  Em 

outro estudo realizado por Coutinho et al. (2012) na placenta de camundongos C57BL/6 e 

BALB/c infectados experimentalmente por T. gondii, também foi observado um resultado 

consistente com o que foi descrito nesta pesquisa, onde se evidenciou predominantemente 

infiltrado inflamatório multifocal na decídua, hemorragia e necrose, sobretudo em 

camundongos C57BL/6, 8 dias pós-infecção. Estes autores sugerem que a elevada resposta 

imune inflamatória induzida por T. gondii nos úteros e placentas de camundongos C57BL/6 

desencadeou a necrose dos locais de implantação e consequentemente maior perda de 

embriões nessa linhagem de camundongos em comparação com os camundongos BALB/c. 

 Durante as análises não foi possível observar presença de formas infectantes de 

T. gondii na placenta dos animais. Resultados semelhantes foram descritos por Ferro et al. 

(2014) onde este descreve que a ausência do parasito na zona de junção da placenta é 

comumente observada e pode ser explicada pelo fato de que, nesta região, a invasão de T. 

gondii ocorre mais tarde devido a presença de certas células neste local que são isoladas do 

sangue materno por células gigantes trofoblásticas (FERRO et al., 2014).  

  Na análise histopatológica do encéfalo das fêmeas dos diferentes grupos 

experimentais, foi possível observar lesões inflamatórias caracterizadas por infiltrado 

inflamatório histio-linfocitário multifocal associado à necrose de coagulação no parênquima 

cerebral (Fig 8A), manguito perivascular histio-linfocitário multifocal (Fig. 8B), além de 

gliose multifocal moderada e satelitose multifocal (Fig. 8C) e lesões degenerativas 

caracterizadas por vacuolização do neurópilo multifocal (Fig. 8B).  

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/foreign-body-giant-cell
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Figura 8.  Imagens representativas das alterações microscópicas no encéfalo de 

camundongos fêmeas C57BL/6 infectadas com T. gondii ME-49 em diferentes momentos 

da gestação (todas as micrografias são do segundo terço). (A) Área focal de encefalite 

necrotizante não supurada moderada na substância cinzenta do córtex cerebral (seta). (B) 

Vênula no parênquima cerebral rodeada por 2 a 3 camadas de células inflamatórias 

mononucleares, caracterizando o manguito perivascular na substância cinzenta do córtex 

cerebral (seta). No detalhe é possível observar vacuolização moderada do neurópilo (cabeça 

de seta). (C) Área focalmente extensa de gliose moderada na substância cinzenta do córtex 

cerebral (seta). No detalhe é possível observar oligodendrócitos (cabeças de setas) ao redor de 

um neurônio, caracterizando uma área de satelitose moderada. Hematoxilina e Eosina (400X). 

Barra: 50 µm. 

 As lesões descritas no cérebro dos camundongos apresentaram maior escore 

nos animais inoculados no segundo terço de gestação, quando comparado aos demais (Figura 

9). A menor quantidade de lesões cerebrais durante a fase aguda da toxoplasmose após 
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infecção oral em camundongos também foi observada em outros estudos (DJURKOVIC´-

DJAKOVIC´ et al., 2006; DUBEY et al., 2012; LIESENFELD et al., 1996; MORDUE et al., 

2001; SMILEY et al., 2005) e acredita-se então que a barreira hematoencefálica retarda o 

influxo de células infectadas, mediadores de inflamação e anticorpos para o cérebro, 

importantes na fase crônica da infecção, diminuindo assim a quantidade de parasito na região. 

Além disso, o cérebro tem sido descrito como último órgão a ser atingido pelos taquizoítos de 

T. gondii durante a infecção (DUBEY et al., 2012; FRENKEL, 1988). 

 

  

Figura 9. Escores de lesões no encéfalo de camundongos fêmeas C57BL/6 inoculadas 

com T. gondii ME-49 ao longo da gestação. Médias foram comparadas pelo teste não-

paramétrico Kruskal-Wallis. *P < 0.05. 

 Resultados semelhantes aos achados dessa pesquisa foram descritos por 

Atmaca et al. (2014), os quais evidenciaram que a infecção induzida pelo T. gondii causa 

intensa reação inflamatória no cérebro a partir de 10 dpi, com a presença de infiltrado de 

células mononucleares nas regiões perivascular e meninge. Da mesma forma, resultados 

consistentes têm sido descritos em outras pesquisas, evidenciado a presença de alterações que 

confirmem a hipótese dos nossos resultados, onde o tempo de infecção está diretamente 

relacionado com as alterações observadas nos tecidos, como pode ser observado nos 

resultados descritos por Silva et al. (2010) e Pereira et al. (2017), onde estes descrevem 
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presença de intensa e progressiva alteração inflamatória no sistema nervoso central de a partir 

de 7 e 9 dpi. 

 Em pesquisa realizada por Costa et al. (2018), com o intuito de avaliar as 

alterações histopatológicas em camundongos infectados na fase aguda e crônica da 

toxoplasmose, não foi possível detectar alterações histopatológicas nos cérebros de 

camundongos infectados na fase aguda, aos nove dias pós-infecção, enquanto que os grupos 

cronicamente infectados apresentaram meningoencefalite leve. Adicionalmente, estudo 

comparativo entre as linhagens de camundongos C57BL/6 e BALB/c infectados por via oral 

com a cepa PRU de T. gondii, foi possível observar lesões histopatológicas significativamente 

mais severas (inflamação moderada a grave, infiltrado inflamatório difuso e necrose) nos 

cérebros de camundongos C57BL/6 em comparação àqueles de camundongos BALB/c em 

diferentes momentos pós-infecção (14, 35, 50 e 70 dias pós-infecção) (LIU et al., 2018).  

 Esses resultados estão de acordo com os descrito por Djurkovic´-Djakovic et 

al. (2006) o qual descreve que a presença de lesões inflamatórias mais graves foram 

observadas no seu experimento somente 8 semanas pós infecção com cepas BGD1 e ME49 de 

T. gondii. Meningoencefalite grave foi observada e esta associada à presença de numerosos 

cistos cerebrais nos camundongos infectados com ambas as cepas. Este autor acrescenta a 

importância da presença de cistos associadas a lesões graves no cérebro, uma vez que as cepas 

do tipo II de T. gondii, geralmente induzem encefalite leve em camundongos (COSTA et al., 

2018).  

 Nas análises histopatológicas não foi possível observar nenhuma estrutura 

morfologicamente sugestiva de taquizoítos e/ou cistos teciduais nos tecidos avaliados. A 

formação de cistos teciduais acontece principalmente na fase crônica da doença, onde ocorre 

ausência ou redução drástica dos taquizoítos circulantes, diferenciação destes em bradizoítos e 

formação dos cistos (BLADER e SAEIJ, 2009).  

 Pesquisas utilizando camundongos infectados com a cepa ME-49 (cepa tipo II) 

descrevem um elevado número de cistos cerebrais em 30 dias pós-infecção, período onde a 

infecção crônica já está estabelecida (SUZUKI et al.,1989; HIRAMOTO et al., 2002). A 

presença de cistos teciduais nessa fase da toxoplasmose geralmente está associada a presença 

de lesões inflamatórias nesse tecido. Meningite não purulenta não supurativa e/ou necrosante, 

degeneração neuronal, gliose focal, hiperemia, infiltrado de células mononucleares 
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perivasculares e células de Purkinje diminuídas de tamanho foram descritas 30 dias após a 

infecção em pesquisa desenvolvida por Dincel (2017). Este autor constatou diferença 

significativa na quantidade de lesões encontradas entre animais com 30 e 10 dias pós 

infecção, onde a presença de maiores alterações ocorreram nos animais com 30 dias pós 

infecção. 

 Nos resultados obtidos a partir da PCR convencional realizada no cérebro das 

20 fêmeas prenhes distribuídas nos grupos avaliados, foi detectado DNA de T. gondii em 

apenas uma fêmea, pertencente ao grupo infectado no 1º terço gestacional.. Por conseguinte, 

este mesmo animal apresentou alterações macroscópicas durante a necropsia, assim como 

lesões inflamatórias no cérebro e na placenta foram observadas na análise histopatológica. 

Pesquisadores relatam que diversos fatores podem determinar a distribuição do parasito nos 

tecidos, dentre eles, o tempo de infecção, a cepa utilizada, dose do inóculo, assim como a 

espécie, idade e estado imunológico do hospedeiro (SAKAMOTO, 2009). Além disso, a 

detecção de DNA em apenas uma amostra pode ser explicada, provavelmente, devido à carga 

parasitária ter sido baixa sendo consequentemente, a quantidade de DNA no cérebro da 

mesma forma reduzida. Assim, a utilização de técnicas como PCR quantitativa em tempo real, 

poderia melhorar a sensibilidade de resultados relacionados a carga parasitária nos tecidos e 

assim confirmar a presença/ausência do DNA, mesmo em baixa concentração. Aquantificação 

da carga parasitária será realizada, assim como outros dados experimentais (não mostrados) 

analisados para produção dos artigos resultantes desta pesquisa.  

 Resultados similares aos descritos no nossa pesquisa foram observados nas 

fêmeas de camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 infectados pela cepa ME49 no 1º 

dia de gestação e necropsiados 8 e 19 dpi. Nos cérebros de camundongos prenhes, o parasito 

foi raramente encontrado no período de 8dpi. Adicionalmente, esta pesquisa demonstrou que 

os camundongos C57BL/6 apresentaram uma maior carga parasitária de T. gondii em 

comparação com os camundongos BALB/c submetidos ao mesmo protocolo experimental 

(COUTINHO et al., 2012). Esses resultados vão de acordo com os descritos por Silva et al. 

(2010), onde estes verificaram através da avaliação da carga parasitária por PCR quantitativa 

em tempo real, que na fase aguda da infecção por T. gondii (8 dpi), a carga parasitária é baixa 

no cérebro enquanto que na fase crônica inicial (19 dpi) o parasitismo tecidual é aumentado. 

 Zenner et. al. (1998), em estudos realizados a partir de infeções experimentais 

por via oral com cistos de T. gondii, demonstra que os primeiros órgãos nos quais o parasito é 



   

 

49 

 

detectado seriam os mais próximos ao canal alimentar, incluindo o baço, fígado e rim, seguido 

dos que são altamente vascularizados, como os pulmões e por último o cérebro. Dubey (1997) 

descreve que o padrão de disseminação de diferentes cepas de parasitos de T. gondii começa 

pela penetração dos enterócitos e da lâmina própria intestinal, duas horas após a infecção. Em 

seguida, o parasito invade os pulmões e outros órgãos e a formação de cistos cerebrais 

começa a partir do décimo dia após a infecção. Esses dois órgãos são considerados os 

principais centros de reações teciduais causadas pela toxoplasmose aguda, consequentemente, 

são os órgãos mais usados para detecção DNA do parasito e confirmação desta enfermidade 

(SINGH, 2009). Adicionalmente, serão realizadas as análises dos demais órgãos descritos 

anteriormente, esses dados gerados posteriormente irão acrescentar e enriquecer o trabalho 

que será publicado em seguida. 

Em estudos prévios realizados com fêmeas de camundongos CB10-H2 e 

C57BL/KsJ infectados com a cepa ME49, foi possível descrever a presença do DNA de T. 

gondii no cérebro principalmente aos 18 dias de infecção independente da gestação 

(RESENDE et al., 2008). Já em estudo realizando bioensaio em camundongos infectados com 

as cepas RH e ME49 de T. gondii e posteriormente submetidos ao tratamento com o extrato 

total de A. annua ou sulfadiazina, se observou resultados de PCR confirmando a presença de 

DNA de T. gondii em tecido cerebral de animais sobreviventes somente 30 dias pós-infecção 

(OLIVEIRA, 2007).  

  Pesquisa utilizando diferentes grupos experimentais com intuito de avaliar a 

detecção do parasito na toxoplasmose aguda e crônica constatou a presença do DNA do 

parasito no cérebro dos camundongos após duas semanas de infecção, enquanto que nos 

pulmões e íleo, amostras já apresentaram o DNA de T. gondii durante a fase aguda da 

infecção, 7 dias pós-infecção. Além do mais, dados semelhantes aos descritos na nossa 

pesquisa também foram constatados neste experimento, onde, estes autores também 

observaram que em outros dois grupos diferentes estudados, os quais foram submetidos à 

infecção com 2 cepas diferentes de T. gondii ao mesmo tempo, não foi possível detectar o 

DNA deste no tecido cerebral durante nenhum momento do experimento (fase aguda e 

crônica da toxoplasmose) (COSTA et al., 2018). 

   Frente à infecção por T. gondii, o organismo desenvolve estratégias para 

combater a multiplicação e disseminação do parasito pelo organismo. A resposta imune inata 

contra patógenos é iniciada pelos receptores Toll-like, no qual os TLRs de superfície (TLR 2 e 
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TLR 4) reconhecem lipídios de glicosilfosfatidilinositol (GPI) de diversos parasitos e uma 

proteína semelhante à profilina de T. gondii (OVIEDO-BOYSO et al., 2014; YAROVINSKY, 

2008). Cada TLR inicia a sinalização que culmina na ativação de vias de sinalização que 

regulam a expressão de citocinas, quimiocinas e interferons (KAWASAKI; KAWAI, 2014). 

   A expressão de TLR 2 e 4 foi avaliada na placenta das fêmeas dos quatro 

grupos experimentais. Observou-se que a expressão dos TLR 2 e 4 foi maior em fêmeas 

inoculadas no 1º terço de gestação quando comparado aos demais grupos do estudo (Figura 

10). Sabe-se que os receptores tipo Toll desempenham um papel crítico na resposta imune 

inata em mamíferos. Na interface materno-fetal, os TLRs são expressos não apenas em células 

imunes, mas também em células não imunes, como as membranas fetais (KOGA; MOR, 

2008), os trofoblastos (HOLMLUND et al., 2002; ZAREMBER; GODOWSKI, 2002; 

KUMAZAKI et al., 2004; ABRAHAMS; MOR, 2005) e células deciduais (KRIKUN et al., 

2007; KOGA; MOR, 2008; SCHATZ et al., 2012). 
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Figura 10. Expressão de TLR na placenta de camundongos C57BL/6 prenhes e inoculados 

com T. gondii em diferentes terços de gestação. Quantificação relativa de TLR2 (A) e TLR4 

(B) normalizado com o gene endógeno RPLP0 (ribosomal protein lateral stalk subunit P0). 

Dados representam média ± desvio padrão (n≥13). *p<0,001 quando comparado com o 

controle, ou entre colchetes, após análise por Kruskal-Wallis e teste comparação múltipla de 

Dunn. 
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Em estudo avaliando a expressão de TLR 2 e 4 na placenta de camundongos 

durante diferentes dias de gestação (12, 16, 18, 19 dias de gestação e no pós-parto) 

demonstrou a expressão diminuída destas nos animais gestantes, quando comparado com o 

controle não gestante. Adicionalmente foi possível observar que o TLR 2 não foi expresso 

diferencialmente durante os diferentes dias de gestação. Em contraste, a avaliação do TLR 4 

nos dias 12 e 19 demonstrou a diminuição da expressão deste no decorrer dos dias 

(GONZALEZ et al., 2007). No entanto, este experimento foi realizado com animais 

saudáveis, sem nenhuma infecção. Deste modo, podemos sugerir que a expressão aumentada 

de TLR observada nesta pesquisa aconteceu devido à resposta imune gerada pela invasão e 

multiplicação do parasito neste tecido. 

Beijar et al. (2006) descreveu na sua pesquisa que a expressão do TLR4 na 

placenta humana durante o primeiro trismestre de gestação foi maior do que as de mulheres a 

termo. Resultados semelhantes foram descritos por Abrahams et al. (2004), o qual relata a 

expressão de TLR 2 e TLR 4 no tecido placentário durante o primeiro terço gestacional em 

humanos. Embora a ativação de TLR 4 resulte em uma resposta clássica caracterizada pela 

indução da produção de citocinas, a ativação de TLR 2 resulta na indução de morte celular 

trofoblástica. Esses achados sugerem que um patógeno, através do TLR-2, pode promover 

diretamente a morte celular trofoblástica fornecendo um novo mecanismo de patogênese pelo 

qual certas infecções intrauterinas podem contribuir no desencadeamente de complicações 

como pré-eclampsia e parto prematuro (SMITH et al., 1997; ISHIHARA et al., 2002). 

Estudo comparativo entre a expressão dos TLRs 2, 4 e 9 em explantes de placenta 

humana infectadas com T. gondii, verificou que a infecção por este parasito desencadeou 

aumento significativo da expressão da proteína TLR 9 e secreção de IL-8, mas não afetou a 

expressão TLR 2 ou TLR 4(CASTILLO et al., 2017). Observou-se nesse estudo que o 

parasitas não induziu um aumento significativo de IFN-γ, importante na coordenação à 

imunidade protetora contra a infecção por patógenos intracelulares, em particular o T. gondii 

(GOPAL et al., 2008; STURGE; YAROVINSKY, 2014). Esses dados sugerem que o T. 

gondii induz dano tecidual, podendo ser explicado pelo fato de que o parasita não induz a 

citocina anti-inflamatória IL-10, desencadeando uma resposta local antiparasitária prejudicada 

na placenta (MUÑOZ et al., 2016). 

Adicionalmente, Mun et al. (2003) ressaltam a importância do TLR2 para a 

sobrevivência de camundongos infectados por T. gondii. Nesse estudo, foi observado que 
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camundongos TLR2-deficientes morrem no prazo de 8 dias após a infecção pelo parasito. 

Estes autores sugerem que os resultados observados indicam que o TLR2 é uma molécula 

essencial para a imunidade protetora contra a infecção por T. gondii. Chen et al. (2002) e 

Debierre-Grockiego et al. (2007), estudando o TLR 4, demonstraram que camundongos 

TLR4-deficientes apresentaram aumento na carga parasitária em diversos órgãos. Estes 

resultados ressaltam o papel desempenhado pelo TLR4 no reconhecimento do T. gondii e sua 

importância para o desenvolvimento de imunidade específica adquirida contra este 

protozoário.  
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6. CONCLUSÃO 

Com este trabalho, podemos concluir que: 

 A realização de cruzamentos de camundongos C57BL/6 e inoculação de T. gondii em 

fêmeas durante diferentes terços gestacionais foi um modelo experimental pioneiro e 

parece ser confiável para o estudo da cinética de infecção durante a gestação. 

 A infecção por T. gondii determina lesões inflamatórias e degenerativas na placenta e 

no cérebro, e a intensidade destas alterações são dependentes do tempo de infecção. 

As alterações histopatológicas foram mais evidentes nas fêmeas infectadas no segundo 

terço de gestação.  

  A PCR convencional não consiste em um bom método para detecção de T. gondii no 

cérebro de camundongos em curto tempo de infecção.  

 O tempo de infecção de 15 dias, possivelmente permite o desenvolvimento pelo 

hospedeiro de uma resposta immune inata, demonstrada através de uma maior 

expressão gênica das moléculas de TLR 2 e 4 no primeiro terço gestacional.  
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